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l.
(D’apres Goodnow, C.C., et al. (1998) Nature 334:676 ; Adams, E., et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:5687).
Trois types de souris transgéniques sont obtenus avec les transgenes présentés sur la Figure 1 :
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Les souris Lys-Tg possedent le transgéne lysozyme qui s’exprime de fagon ubiquitaire des le stade
embryonnaire. Les souris Ig-Tg possédent les transgenes codant les chaines lourde et legére d’un
anticorps anti-lysozyme. Les souris double-transgéniques (Dbl-Tg) possédent I’ensemble des
transgenes.

La réponse contre le lysozyme est étudiée dans des souris Lys-Tg, dans les lignées C57BL/6 (B6)
ou C57BL/6 x CBA. Les souris sont immunisées avec le lysozyme seul ou le lysozyme couplé a des
globules rouges de cheval (GRC). Aprés immunisation, le titre anticorps anti-lysozyme est
déterminé ainsi que la capacité des lymphocytes ganglionnaires a proliférer en présence de cellules
présentatrices d’antigene et de lysozyme (Tableau 1).

Question 1.  Expliquer la différence de comportement entre les souris B6 et B6 x CBA ainsi
gue l'effet du transgéne dans ces souris.

L’expression des transgénes d’immunoglobuline est étudiée dans les souris Ig-Tg ou Dbl-Tg par
immunofluorescence sachant que les transgenes proviennent d’un hybridome issu de BALB/c (Ighd)
et que les souris B6 sont d’haplotype Ighb.

Souris Antigene Titre anticorps Incorporation
immunisées immunisant en ug/ml thymidine (cpm)
B6 Lysozyme <1 2 000
Lysozyme-GRC 1 000 4 000
B6 Lys-Tg Lysozyme <1 2200
Lysozyme-GRC <1 1 800
B6 x CBA Lysozyme 1200 40 000
Lysozyme-GRC 1 500 48 000
B6 x CBA Lys-Tg Lysozyme <1 1800
Lysozyme-GRC <1 1900
Tableau 1
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Question 2.  Analyser les résultats présentés sur la Figure 2 qui illustre les analyses de
fluorescence des cellules spléniques provenant de souris B6, transgéniques
ou non.

La sécrétion spontanée d’lgMa ainsi que le nombre de plages de lyse anti-lysozyme sont évalués
dans les souris 1g-Tg et Dbl-Tg (Tableau 2).

Nombre de plages de lyse

Souris IgMa (ug/ml) anti-lysozyme par rate
B6 1g-Tg 40 9 450
B6 Dbl-Tg 2 <100

Tableau 2

Question 3. Ces résultats sont-ils en accord avec l'analyse dimmunofluorescence
présentée a la Question 2 ? Expliquer.

Des expériences de transfert de cellules sont effectuées dans des souris receveurs B6 irradiés. 10°
cellules spléniques de souris non-immunisées normales ou transgéniques sont transférées avec 5.106
cellules spléniques de souris B6 ayant été immunisées contre des globules rouges de cheval. Aprés
immunisation avec du lysozyme-GRC, le titre sérique anti-lysozyme est déterminé dans les souris
receveurs (Tableau 3).

Cellules transférées

] 5.10° cellules Antigéne Titres anticorps
10° cellules “sensibilisées aux GRC” lysozyme-GRC anti-lysozyme
B6 B6 - <1
B6 Ig-Tg B6 - <1
B6 Dbl-Tg B6 - <1
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B6 B6 + <1l

B6 Ig-Tg B6 + 40

B6 Dbl-Tg B6 + <1
Tableau 3

Question 4. Quelle est la nature des cellules lymphocytaires impliguées dans la non-
réponse au lysozyme des souris double-transgéniques ?

I1. Immunologie Intégrative
D’aprées Abramson et al. (2010) Cell 140, 123-135.

Les auteurs de cette étude s’intéressent aux interactions que le facteur de transcription Aire établit
avec d’autres protéines et cherchent & déterminer si ces interactions sont critiques pour la fonction
assurée par Aire dans le contréle de la tolérance immunitaire.

Pour rappel, la protéine Aire induit I’expression ectopique d’une batterie d’antigenes du soi,
normalement exprimés par les tissus périphériques, dans les cellules épithéliales corticales
thymiques.

Question 1. Rappelez brievement pourquoi I'expression de ces antigénes du soi dans le
thymus est importante pour I'établissement de la tolérance immunitaire.

Question 2. Quelles sont les conséquences d’'un défaut d’expression de Aire ?

Jusqu’alors les mécanismes par lesquels Aire induit I’expression ectopique de ces antigenes du soi
demeurent largement inconnus. Dans cette étude, les auteurs realisent, dans un premier temps, des
expériences d’immunoprécipitation de Aire dans des conditions qui permettent de coprécipiter les
protéines partenaires de Aire (Figure 3A). Aprés SDS-PAGE, les bandes de protéines coprécipitées
avec Aire sont excisées et analysées par spectrométrie de masse. L’analyse des séquences de
peptides obtenues pour les bandes protéiques analysées permet alors d’identifier ces protéines
(Figure 3B). Sur la base de ces informations, un réseau d’interactions protéiques autour de Aire est
construit (Figure 3C).

Question 3. Analysez les résultats présentés sur la Figure 3A et sur le tableau de la Figure
3B.

Question 4. Que réveéle le réseau construit sur la Figure 3C ?

Question 5. Proposez deux démarches expérimentales pour tester l'implication effective
des différentes protéines mises en évidence sur la Figure 3 en association
avec Aire dans la régulation de la tolérance immunitaire ?
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PRKDC DNA-PK 340 3 26 46 104 300-500 ST kinase Gene exp., DDR
PARP1 PARP-1 8 2 10 1 5 90-130 ribosyl transferase Gene exp., DDR
TOP2A TOP2a 1 0 2 13 4 150-200 DNA topoisomerase Gene exp., DDR
SUPT1EH FACT 0 2 90-130 gation factor Gene exp., DDR
POLRZA RPB1 1] 200-300 RNA polymerase Gene exp.
POLRZB RPBE2 4 120-150 RNA polymerase Gene exp.
RUVBL2 TIP45B 3 [1] 40-55 DM Ah el (ATP) Gene exp., DDR, Chromat. stct.
MSH2 MSHZ 2 1 70-100 ATPase Gene exp., DDR, CC
MSHE MSHE 4 4 120-150 ATPase Gene exp., DDR, CC
PCNA PCNA 2 120150 cydin DDR, CC
SMC1A SMC1 2z 150-200 ATPase Chromat. struct., CC, DOR, Gene exp.
SMC3 SMC3 4 6 150-200 ATPase Chromat. struct., CC, DOR, Gene axp.
Rad21 ScC1 2 55-70 ATPase Chromat. struct., CC, DOR, Gene axp.
MCM2 MCM2 52 13 90-130 DNA-helicase (ATP) Chromat. struct., CC, Gene exp.
MCMS MCM5 4 90-130 DNA-helicase (ATP) Chromat. struct., CC, Gene exp.
MCME MCME 4 1] 1] 5 70-100 DNAhelicase (ATP) Chromat. struct., CC, Gene axp.
TRIM28 KAP-1 [:] 14 7 16 11 120-150 E3 sumo ligase Chromat. struct., Gene exp.
CHDS CHD& 0 1] 10 2 3 300-500 DMNA-helicase (ATP) Chromat. struct., Gene exp.
LMNB1 LMNBE1 1] 1 8 1] 2 55-70 structural protein Chromat. struct., Gene exp.
MNASFE MASP 19 12 0 1] B 80-130 linker histone binding Chromat. struct., Gene exp.
HIST3H3 Histone H3 Q 2 0 3 4 10--15 DNA-binding Chromat. struct., Gene axp.
HIST1H2BO Histone H2bo Q 3 46 32 20 10--15 DNA-binding Chromat. struct., Gene axp.
HIST1H2AC Histone H2ac Q 0 28 8 12 10--15 DNA-binding Chromat. struct., Gene axp.
CAND1 TIP120 5 30 0 9 90-130 protein binding Unknown
KPNB1 PO1 4 29 2 11 90-130 transport udear transport
1PO7 RanBP7 4 1] 3 90-130 transport udear transport
RANBPZ LIP 358 16 7 7 300-500 E3 Sumo; transport udear transport
RANBPY RanBP% 1] 1] 2 90-130 transport udear transport

P93 NUPS3 2 & 1 9 90-130 transport MNuciear transport
XPO1 XPO1 Q 15 1 4 70-100 transport Nudlear transport
XPOT XPOT 2 7 2 22 1 70-100 transport Nudlear transport

BEF1A P160 8 4 38 5 150-200 protein binding mRNA processing, Gene exp.

DOX5 P68 4 2 8 4 55-70 RNA-helicase mRMNA processing
DOXA7T P72 10 7 4 55-70 RMNA-helicase mRNA processing
NOP56 NOLSA 0 7 3 55-70 Spliceosome binding mRNA processing
GEMINS Gemin5 0 1 2 200-300 | Spliceosome binding mRNA processing
SNRFPB snrpB 2 1 20-35 Splice csome binding mRMNA processing
SNRFPD3 snrpD3 2z 20-35 Splice csome binding mRMNA processing
EFTUD2 snrp116 3 90-130 GTPasa mMRMNA processing
SFRS1 ASFISF2 2 2 4 20-35 Splice osome binding mRNA processing
SFRS2 SC35 1 Al 20- Splice osome binding mRNA processing
SFRS3 SFRS3 2 2 20- Splice osome binding mRNA processing
c108P SF2P32 1] 8 1] 7 20- Splice osome binding mRNA processing
PABPC1 PABPC1 40 7 15 55- polyA binding mRMNA processing
GCN1L GCN1 1 4 39 B 13 300-500 protein binding Activation of translation, Unknown

Figure 3: (A) Des lysats nucléaires de cellules exprimant Aire (293-Aire & 1C6-Aire) ou de
cellules contrdle n'exprimant pas Aire (293 & 1C6) ont été immunoprécipités avec un anticorps
dirigé contre Aire. Les complexes protéiques ont ensuite été élués, séparés sur gel SDS-PAGE et
colorés. Des bandes protéiques d'intérét ont été excisées pour étre ensuite analysées par
spectrométrie de masse. (B) Ce tableau présente la liste des protéines associées a Aire
identifiées par spectrométrie de masse (colonnes gene symbol & other name). Le nombre de
peptides uniques identifiés pour chaque protéine, dans chaque précipitation (283T-1/2/3 & 1C6-4),
ainsi que la masse moléculaire approximative (band's MW) des bandes dans lesquelles ces
protéines ont été identifiées, sont indiqués. Les colonnes (activity & process) indiquent la fonction
ainsi que le processus biologique principal des protéines identifiées. (C) Le réseau d’interactions
dans lequel Aire est impliquée est représenté sur la base des résultats précédents et aprés
interrogation des bases de données d’interactions protéine-protéine. Les lignes rouges révelent
des protéines détectées au moins 2 fois (sur 4) en interaction avec Aire dans les expériences de
précipitation. Les lignes noires indiquent des interactions connues entre protéines.
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Dans une seconde expeérience, les auteurs s’intéressent au niveau d’expression de différents
antigenes du soi dans les cellules épithéliales corticales thymiques de souris de type sauvage, de
souris déficientes pour la protéine Aire, de souris déficientes pour la protéine DNA-PK
reconstituées avec des cellules de moelle osseuse de type sauvage, ou de souris déficientes pour la
protéine RAG-1 également reconstituées avec des cellules de moelle osseuse de type sauvage. Les
résultats sont présentés sur la Figure 4.
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Figure 4 : L'expression de Aire ainsi que celle de six antigénes du soi (Pcp4, Mup4, Sptl,
Csna, Ins2 & S100a8) est analysée par PCR quantitative a partir d’ARN extraits de cellules
épithéliales corticales thymiques de souris de type sauvage (WT), ou déficientes pour Aire
(KO), ou déficientes pour RAG-1 (RAG) ou DNA-PK (SCID) reconstituées avec des cellules
de moelle osseuse de souris de type sauvage. Les résultats sont normalisés par rapport au
niveau d'expression moyen pour chaque géne dans les souris WT (valeur 100).

NB : On rappelle ici que les souris scid sont déficientes en DNA-PK. Ce déficit entraine, entre
autres, un défaut de différenciation des lymphocytes T dans le thymus du fait de I'implication
de DNA-PK dans le processus de réarrangement V(D)J.

Question 6. Pourquoi les auteurs ont-ils choisi de reconstituer en parallele des souris
déficientes pour DNA-PK et RAG-1 ?

Question 7. Analysez les résultats présentés a la Figure 4.

L’impact global de DNA-PK sur I’expression des genes sous contrble de Aire est évalué par
analyse de transcriptome comme présenté sur la Figure 5.

Question 8. Analysez les résultats présentés a la Figure 5.

Question 9. Pourquoi ces résultats permettent-ils d’'impliquer la protéine DNA-PK comme
partenaire de Aire dans la régulation de la tolérance immunitaire ?
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Figure 5: L'ARN de cellules épithéliales corticales thymiques de souris de type sauvage (WT), ou
déficientes pour Aire (Aire-KO), ou déficientes pour RAG-1 (RAG-KO) ou DNA-PK (SCID) reconstituées
avec des cellules de moelle osseuse de souris de type sauvage, a été extrait pour une analyse de
transcriptome. La figure représente, pour chaque gene analysé, la moyenne d’expression du gene entre
les souris RAG-KO et SCID (Mean expression RAG-KO/SCID), en abscisses, et le ratio d’expression entre
ces deux souris (Fold change RAG-KO/SCID), en ordonnées. Les points rouges (a gauche) ou bleus (a
droite) indiquent les geénes sur- ou sous-exprimés (a gauche et a droite, respectivement) au moins 2 fois
chez les souris WT par rapport aux souris Aire-KO. Dans chaque cadrant, les nombres en haut et en bas
indiquent le nombre de genes sur- ou sous-exprimés chez les souris WT par rapport aux souris Aire-KO
qui sont sur- ou sous-exprimeés (en haut et en bas, respectivement) chez les souris RAG-KO par rapport
aux souris SCID. Les valeurs P sont les p-value des tests xz correspondants.
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I1. Probléme n°2 du sujet d’examen de juin 1997
[Ce probléme ne sera pas traité en séance de TD mais le corrigé est disponible en ligne]

1) On introduit dans des ovocytes fécondés de souris C57BL/6 d’haplotype H-2" deux transgénes
contenant les genes réarrangés codant respectivement pour la chaine o et la chaine p du TcR d'un
clone T spécifique du peptide 257-264 de I’ovalbumine (pOVA 257-264) présenté par H-2 K®. Ce
TcR utilise les segments de génes Va2 et V5. Les souris transgéniques ainsi obtenues sont croisées
avec des souris de méme haplotype, déficientes en 2 microglobuline (32m™). On obtient ainsi des
souris TcRtg p2m™ et des souris TcRtg p2m™. On réalise une expérience de marquage en
cytométrie de flux avec des anticorps anti-CD4, anti-CD8, anti-Va2 et anti-Vp5 couplés a des
fluorochromes sur les thymocytes des différentes souris non transgéniques et transgéniques. Le
résultat de cette expérience vous est présenté sur la Figure 6 :
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Figure 6 : Marquage des thymocytes de souris non transgéniques p2m*" (non tg), TcRtg p2m* et TcRtg p2m™
avec des anticorps anti-CD4, anti-CD8, anti-Va2 et anti-Vf35.

Question 5. Analysez ces résultats en comparant et en expliquant les proportions de
cellules simple-positives CD8" dans les thymus des différentes souris.

2) On peut cultiver in vitro des lobes thymiques feetaux. Ces cultures organotypiques de thymus
feetal (FTOC) permettent d’observer et de manipuler in vitro la maturation et la sélection des
thymocytes. On réalise des cultures organotypiques de lobes thymiques feetaux de souris TcRtg
p2m*" et de souris TcRtg p2m™", en ajoutant ou non & ces cultures le peptide pOVA. Aprés 7 jours
de culture, les lobes sont récupérés et broyés pour en extraire les thymocytes. Un marquage en
cytométrie de flux avec des anticorps anti-CD4, anti-CD8 est réalisé sur les thymocytes extraits de
ces cultures organotypiques (Figure 7).
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Les mémes cultures sont réalisées en présence de concentrations différentes du peptide pOVA. On
mesure les nombres de thymocytes CD4"CD8" récupérés a I’issue des 7 jours de culture en fixant
arbitrairement a 1 les nombres de cellules observés dans les cultures en absence de peptide ajouté

(Figure 8).

Question 6.  Analysez I'ensemble de ces résultats. A quel processus est due la diminution
du nombre de cellules DP ? Explicitez en particulier ce qui se produit dans les

lobes TcRtg g2m™.

Figure 7 :

Marquage des thymocytes extraits des
FTOC de souris TcRtg p2m*" (+/- lobes)

et de souris TcRtg p2m” (-/- lobes)
avec des anticorps anti-CD4 et
anti-CD8.

Figure 8:
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3) On réalise des expériences similaires en ajoutant, au lieu de pOVA, aux cultures organotypiques,
deux autres peptides tous deux capables de se fixer sur K® avec la méme affinité que le peptide

pOVA:

P-SER (SS Y SY S SL)n’est jamais reconnu par le TcR transgénique.
E1(EIINFEKL) estun variant du peptide pPOVA (SIINFEKL).
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Le résultat du marquage des thymocytes extraits des cultures organotypiques est montré a la Figure
9:

Figure 9: B2M -/- p2M /- B2M +/-
Marquage des thymocytes extraits des
FTOC de souris TcRtg p2m™ (B2M +/-) et
de souris TcRtg B2m'/" (B2M -/-) cultivés
en absence ou en présence de 20 uM de
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Question 7.  Quels réles jouent les peptides P-SER et E1 sur la sélection des cellules T
exprimant le TcR transgénique dans les lobes des souris TcRtg f2m™" et
TcRtg g2m” ?

4) Les cellules extraites des cultures organotypiques sont mises en culture in vitro en présence de
cellules EL4 (qui expriment KP) irradiées en absence (NONE) ou en présence de 10 nM du peptide
pOVA (+ OVAp). Aprés 48h, on ajoute de la thymidine tritie¢e aux cultures et on évalue
I’incorporation de thymidine tritiée 8 heures apres. Les résultats sont présentés a la Figure 10 :

Figure 10 : 1001 2001
9 A B2M-/- lobes B B2M+/- lobes
Réponse des thymocytes & 1601
extraits des FTOC au B + OVAp
peptide antigénique pOVA. 2 6o 20 NONE
« *
g 401 E. 801
201 40
S o) I_ -
NONE E1 poOvVA NONE E1 p OvA

peptide added to FTOC

Question 8. Que pouvez-vous en conclure sur les aptitudes fonctionnelles des cellules T
extraites des différents types de FTOC, et pourquoi ?

5) A partir des souris TcRtg p2m+, on dérive un clone T cytotoxique spécifique du peptide pOVA
présenté par H-2 K®. Ce clone T est mis en culture en présence de cellules EL4 préalablement
marquées au 'Cr, et des peptides pOVA, P-SER ou E1. La lyse des cellules EL4 est évaluée par
mesure du >*Cr relargué dans le surnageant aprés 4 heures de culture. Le résultat de cette expérience
est présenté en Figure 11.

Le méme clone T est mis en culture en présence de cellules EL4 préalablement marquées au >'Cr et
préalablement chargées avec 2 pM de pOVA, et les peptides P-SER ou E1. La Figure 12 montre le
pourcentage d'inhibition de la lyse des cellules EL4 chargées en pOVA par les différents peptides.
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Question 9. Que peut-on en conclure sur les propriétés des peptides pOVA, P-SER et
E1?

Question 10. Que suggere l'ensemble de ces résultats quant a la nature des peptides
impliqués dans le processus de sélection positive dans le thymus ?
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