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Abstract :

Objectif : Dans le cadre de la création d’une nouvelle méthode de séquencage du TCR, mon
objectif est d’optimiser I'amplification du TCR-$ a partir d’ADN génomique.

Méthodologie : De I'’ADN génomique a été extrait, puis le protocole de la PCR multiplexe
avec des primers J et V du TCR-P a été optimisé en changeant les variables de celui-ci,
I’'amplicon obtenu suite a I'optimisation du protocole a été séquencé.

Résultats : En faisant varier les conditions PCR un fragment contenant I'ensemble des TCR a
pu étre obtenu. L'ensemble des primers fonctionnent, résultat du séquencage :

une recombinaison V/J domine fortement autant dans I’échantillon PBMC que dans
I’échantillon CD8 . Cela suggere que cette combinaison de primer fonctionne beaucoup mieux
que les autres. Cela peut tres bien venir d’un biais provenant de la méthode par PCR
multiplex, ou d’un bien provenant de I"échantillon lui méme

L'amplification est assez spécifique puisque entre 91 et 95% des séquences ont put étre
identifiées comme TCR.

Mots clés : Cellule T, TCR, Polymerase chain reaction, electrophorese, séquencage, TCR
rearrangement, primer, validation.

Introduction :

Dans le cadre de la création d’une nouvelle méthode de séquencage du TCR, mon objectif est
d’optimiser I'amplification du TCR-B a partir d’ADN.

Travailler sur ce sujet me permet également de travailler dans un laboratoire et d’apprendre
des procédures expérimentales qui seront une plus-value dans ma carriere.

La technologie actuelle en biologie moléculaire nous permet d’étudier les événements
physiologiques et pathologiques a I’échelle du génome.

Le séquencage d’ADN a déja différentes applications cliniques telles que la caractérisation de
tumeur, la recherche de marqueurs spécifiques de susceptibilité a certaines pathologies ou la
détection de séquences exogenes. La création d’'une méthode de séquencage des TCR fiable

et faiblement biaisée permettra I'ouverture de nombreuses nouvelles possibilités cliniques.
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En effet le réarrangement V(D)J des récepteurs TCR est important dans la morphogenése des
cellules T et permet la reconnaissance spécifique d’antigene en créant une diversité de
lymphocyte T, le séquencage des TCR a déja montré son intérét clinigue notamment dans les
maladies hématologiques [1], dans les maladies auto-immunes [2] et dans le monitoring de
traitements de maladie de greffe contre héte [3] et bien d’autres.

Selon I'office fédéral de la statistique {Quatre personnes sur dix développent un cancer au
cours de leur vie. Le cancer est la premiére cause de mortalité prématurée. Une personne
hospitalisée sur treize I'est pour un cancer} [4]. Dans ce contexte j'ai pu comme de
nombreuses familles constater la morbidité et la mortalité du cancer.

Mon travail de maitrise s’intégre dans I'approche personnalisée qu’offre 'immunothérapie.
En effet ces dix derniéres années il y’a eu de nombreux traitements d'immunothérapie validés
et utilisés en clinique, la capacité de ses médicaments a moduler la réponse cellulaire T
demande que I'on développe des outils fiables pour monitorer la réponse du patient et avoir
un diagnostic pronostique pour orienter la prise en charge de ce dernier.

Les lymphocytes T infiltrant la tumeur (TIL) sont un des biomarqueur émergent [5]. La valeur
pronostique du nombre et de la diversité des TIL a été démontré par de nombreuses études
[6]. Pouvoir séquencer leur TCR efficacement permettrai de savoir si les traitements
imunothérapeutiques agissent au sein de la tumeur. On pourrait par exemple en connaissant
le répertoire TCR d’un patient, évaluer sa capacité a répondre a une vaccination. Le
séquencage permet également I'identification des TCR qui reconnaissent la tumeur
permettant la création de thérapies basée sur I'amplification de ces derniers

Les cellules T sont responsables de I'immunité cellulaire, elles possedent un récepteur TCR qui
est un hétéro-dimere composé de deux chaines polypeptidiques (af ou yd) liées par un pont
di-sulfure [8,9]. Les TCR yb sont rare dans le sang périphérique avec 15% de représentation
versus 85% pour les TCR af [10]. Leur acitvation dépend de la présentation antigénique par
des cellules présentatrice d’antigene (CPA). L'antigéne est lié a une molécule de complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH). Le TCR se lie a la fois a I'antigéne et au CMH, si I'avidité de
la liaison est suffisamment élevée la cellule T est activée [15]. Afin de maintenir une diversité
suffisante pour reconnaitre les pathogene ou les protéines aberrantes, les cellules T sont
capables de générer une grande variété de TCR grace a un systeme de recombinaison de
’ADN [16].

Les chafnes extra-cellulaires du TCR (af ou y6) sont composées d’une région constante et de
3 régions variables: V (variable), D (diversity) et J (joining) [11]. Le locus du géne TCR-3
contient 50 variables du segment (V), 2 variables du segment (D), et 13 variables du segment
(J) [13]. La recombinaison V(D)J se passe de la maniere suivante : un segment (D) et un
segment (J) seront choisis aléatoirement et seront recombiné, ce processus sera répété avec
un segment (V) aléatoire qui sera recombiné avec le segment (DJ). La junction V(D)J génére
une région hypervariable appelée CD3 qui est a I'origine de la grande diversité des TCR [17].
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Le répertoire de cellule T est dynamique, il est continuellement modifié par I'ajout de
nouvelles cellules T en réponse a des pathogénes ou protéines mutées.

La validation et I'optimisation de ces primers J est essentiels afin de s’assurer de la sensibilité
et de la spécificité du nouveau protocole et procurent ainsi les données nécessaires
permettant son utilisation tant en clinique qu’en en recherche [7].

Matériel et méthode :

Afin de couvrir 'ensemble des TCR I"'amplification avec 50 primers V et 13 primers J par PCR
multiplexe est nécessaire. Dans le cadre de I'amplification des TCR basée sur I’ARN les 50
primers V ont déja été validé, il faut par conséquent valider des conditions ou le mix des 50
primers V et 13 primers J fonctionnent.

Extraction d’ADN :

L’ADN a été extrait a 'aide du DNeasy Blood & Tissue Kit (250) Cat.No.69506 de Qiagen en
suivant le protocole fourni par le fabriquant, deux modifications ont tout de méme été
apportées au protocole.

En effet 4 ul de RNAse A a 500 pg/ml ont été substitués aux 4 pul RNAse A a 100 pg/ml
proposés par le protocole et I'élution finale a été faite dans 25 ul d’eau dépourvue de RNase a
la place des 200 ul de Tampon AE.

La pureté des échantillons a ensuite été mesuré avec un spectrophotometre (Nanodrop).

PCR:
Le matériel de PCR utilisé et le protocole a optimiser proviennent du Kit Thermo Scientific
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase.

Instruction de pipetage dans I'ordre d’ajout :

- Eau ajoutée jusqu’a volume de 25 pl
- 5X Phusion HF Buffer 5 pl

- 20 mM dNTPs 0.5 ul

- 2uUM HTRBJ-J.X 0.5 pl

- 2uMHTRBV_T7 0.5 ul

- 5ng/ul Template DNA 1 pl

- Phusion DNA Polymerase 0.2 pl

Instruction de cycle du thermocycleur :

- Dénaturation initiale 98°C 30secondes
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- Dénaturation 98°C 10 secondes
- Hybridation 55°C 30secondes

- Elongation 72°C 2 minutes

- 35cycles

Purification exosap-IT :
Les amplicons ont été purifiés a I'aide d’exosap-iT selon le protocole ci-dessous :

- Ajouter 2 ul d’exosap-IT pour chaque 10 pl de solution d’ADN.

- Mettre le Mix dans un thermocycleur 15minutes a 37°C puis 15minutes a 80°C.
Résultats :

Extraction d’ADN :
L"échantillon d’ADN extrait du culot de CD8 a été analysé au Nanodrop. On peut le considérer

pure au vu du ratio 260/280 de 1.93 du ratio 260/230 de 2.08, une concentration de 85.7 ng/
ul d’ADN est obtenu.

L’échantillon d’ADN extrait du culot de PBMC a été analysé au Nanodrop et on peut le
considérer pure au vu du ratio 260/280 de 1.95 du ratio 260/230 de 2.013, une concentration
de 313.5 ng/ ul d’ADN est obtenu.

Optimisation de PCR:

La premiere variable testée a été la température d’hybridation car c’est un des
éléments principaux influencant I'efficacité d’une PCR. Les primers HTRBJ 1.1,
HTRBJ_1.2 et HTRBJ_1.3 ont été pris a une concentration finale de 0.04uM (pour
obtenir la méme concentration finale que les primers HTRBV individuels). Les
températures de 55, 57 et 60 °C ont été testées. Les produits PCR ont été analysés
sur gel d’agarose et le résultat montre que la température de 57°C apporte des
bandes d’amplifications spécifique plus forte que les 2 autres températures.
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Figure 1: L’ADN extrait de cellules CD8 a été utilisé pour tester les primers HTRBJ_1.1, HTRBJ 1.2 et HTRBJ_1.3 a une
concentration 0.04uM avec mix HTRBV _T7 avec différente température d’annealing. La figure montre le résultat de
I"amplification résolut sur gel d’agarose.

Les bandes spécifiques ne semblaient pas assez intenses, les primers HTRBJ 1.1,
HTRBJ_1.2 et HTRBJ_1.3 sont donc repris mais a une concentration finale
individuelle de 4 UM (comme la concentration totale finale des primers V du mix
HTRBV).
Comme le montre la figure 2, augmenter la concentration des primers diminue la
qualité du résultat puisque seul des bandes non spécifiques sont visible sur le gel.

- ‘llll’ '.ll" ‘lll" - - .- ‘lll’ - ..

Figure 2: L’ADN extrait de cellules CD8 a été utilisé pour tester les primers HTRBJ_1.1, HTRBJ_1.2 et HTRBJ 1.3 a une
concentration 4uM avec mix HTRBV_T7 avec différente température d’annealing. La figure montre le résultat de
I'amplification résolut sur gel d’agarose.

Le HTBRJ_1.2 qui produit une bande d’amplification spécifique plus forte (Figure 1)
a été sélectionné pour poursuivre I'optimisation. Afin d’augmenter I'amplification
de la bande spécifique, le nombre cycle des PCR est testé a la hausse (35 et 40
cycles). La concentration finale de 0.04 mM et les températures d’hybridation de
55°a 60°C sont utilisées pour la PCR. La figure 3 nous montre qu’une PCR de 40
cycle semble étre plus efficace.
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55°C 57 C 60 °C )/ 60 °C
35¢y 35cy 35c¢cy 40cy 40cy

Spécifique

Figure 3 :L’ADN extrait de cellules CD8 a été utilisé pour tester le primer HTRBJ_1.2 & une concentration 0.04uM avec mix
HTRBV _T7 avec différente température d’annealing et différents nombres de cycles. La figure montre le résultat de
I"amplification résolut sur gel d’agarose.

Etant donné la présence d’un smear suggérant une amplification aspécifique due a
une trop grand quantité d’ADN au départ, les conditions de I'expérience
précédente sont reprise et ’ADN de CD8 (85.7ng/ ul) a été testé aux dilutions
suivantes (1/2/5/10/20). La figure 4 nous montre que jusqu’a une dilution de 10X
soit environ 10ng/ pl nous avons une bonne amplification spécifique.

DNA/2X. DNA-1/5X: DNAwb/
STLAE 572G TS
40cy -

————  Spécifique
o= Non—ipécifique
e b

s

‘\<;‘:| p;'imers

Figure 4: : Différentes dilutions de I'’ADN extrait de cellules CD8 ont été utilisé pour tester le primer HTRBJ_1.2 a une
concentration 0.04uM avec mix HTRBV _T7. La figure montre le résultat de I'amplification résolut sur gel d’agarose

Afin de tester les conditions de I'expérience précédente sur un autre primer, les
mémes dilutions et le méme protocole ont été utilisés mais en présence du primer
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HTBRJ 2.7. La figure 5 ,montre une bande d’amplification spécifique plus forte a
concentration d’ADN proche de 15ng/ ul et un amplification spécifique est
présente jusqu’a 10 ng/ ul d’ADN.

DNA 1X DNA1/2X DNA1/5X  DNA1/10X DNA 1/20X
57°€ 575€ 57°€C 578C S7EC
40cy 40cy 40cy 40ey 40cy

s Spécifique
g . — Non-Spécifique

" g Primers
' e

Figure 5: Différentes dilutions de I’ADN extrait de cellules CD8 ont été utilisé pour tester le primer HTRBJ_2.7 G une
concentration 0.04uM avec mix HTRBV _T7. La figure montre le résultat de I'amplification résolut sur gel d’agarose

A ce stade le protocole fonctionne pour au moins 2/13 des primers HTBRJ-X. Par
conséquent, un test est effectué avec I'ensemble des 13 primer HTBRJ (HTBRJ_T7)
a une concentration de 2uM par primer. Un échantillon ne contenant pas d’ADN
est utilisé comme contréle pour la PCR. Le protocole suivant est appliqué :

Instruction de pipetage dans |'ordre d’ajout :

- Eau ajoutée jusqu’a volume de 25 pl
- 5X Phusion HF Buffer 5 pl

- 20 mM dNTPs 0.5 ul

- 2uMHTRBJ_T7 0.5 pl

- 2uM HTRBV_T70.5 l

- 15ng/ul Template DNA 1 pl

- Phusion DNA Polymerase 0.2 ul

Instruction de cycle du thermocycleur :

- Dénaturation initiale 98°C 30secondes
- Dénaturation 98°C 10 secondes
- Hybridation 57°C 30secondes

10
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Elongation 72°C 2 minutes
40 cycles

A l'aide du protocole optimisé nous obtenons une bande d’amplification spécifique
visible alors qu’aucune bande n’est amplifiée avec I'eau(figure 6).

. —— Spécifique

= primers

Figure 6 De I’ADN extrait de cellules CD8 a été utilisé pour tester le mix HTRBJ_ T7 a une concentration 0.04uM

avec mix HTRBV _T7. La figure montre le résultat de I'amplification résolut sur gel d’agarose.

11

Afin de savoir si chaque primer fonctionne dans les nouvelles conditions de PCR,
I"'amplicon de I'expérience précédente est repris (dilué 2X) et chaque primer
HTBR_J est testé individuellement. Seul les primers pour lesquels une amplification
a déja eu lieu seront amplifiés lors de cette seconde PCR. A I’'exception du primer
2.1, tous les autre primers donnent une bande spécifique aprés I'amplification
(Figure 7). Méme si I"'amplification avec les primer 2.6 et 2.7 est moins efficace,
une faible bande est visible sur le gel.
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Figure 7: I'amplicon de I'expérience précédente (6) a été utilisé pour tester chaque primer HTRBJ a une
concentration 0.04uM avec mix HTRBV _T7. La figure montre le résultat de I'amplification résolut sur gel d’agarose.

12
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Chaque primer semble avoir fonctionné mais un doute réside pour le HTBRJ_2.1, il
y'a probablement trop d’amplification non spécifique provoguant une mauvaise
migration. L'expérience est donc répétée pour les HTBRJ_2.X en diminuant a 25
cycles et 30 cycles la PCR. La présence d’un smear suggere qu’il y'avait trop de
matériel dans le mix de PCR (Figure 8).

2.6
25cy

A A AL

Figure 8 : I'amplicon de I'expérience (6) a été utilisé pour tester les HTRBJ_2.x a une concentration 0.04uM avec mix
HTRBV _T7. La figure montre le résultat de I'amplification résolut sur gel d’agarose

Par conséquent, la PCR est refait en diluant le matériel de départ (5/10/25/50/100
fois) et le primer HTRBJ_2.1 a été retesté. Méme si le smear persiste, une bande
spécifique est visible, confirmant que le primer 2.1 fonctionne également lorsqu’il
est mixé avec I'ensemble des primer HTRBJ (Figure 9).

13
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Figure 9: différentes dilutions de I'amplicon de I'expérience (7) ont été utilisé pour tester le HTRBJ_2.1 a une

concentration 0.04uM avec mix HTRBV _T7. La figure montre le résultat de I'amplification résolut sur gel d’agarose

Afin de séquencer I'amplicon CD8 et PBMC, les adaptateurs illumina doivent étre ajoutés aus
extrémités du produit PCR. Pour ce faire, une seconde amplification PCR est effectuée avec
des primers conteant les adaptateurs (Illumina_T7-Index_2 et lllumina_T7-index_4). Les deux
index (index 2 et index 4 Trueseq) sont utilisés afin de différencier les séquences de chaque
échantillon. Les produits issue de la PCR multiplex sont purifiés avec I’'ExoSAP-IT puis utilisés
pour la second amplification selon le protocole ci-dessous :

Instruction de pipetage dans |'ordre d’ajout :

Eau ajoutée jusqu’a volume de 25 ul
5X Phusion HF Buffer 5 ul

20 mM dNTPs 0.5 pl

Hlumina_T7 0.5 ul 0.5 ul

Index_X 0.5 ul 0.5 pl

amplicon_X 1 ul

Phusion DNA Polymerase 0.2 ul

Instruction de cycle du thermocycleur :

14

Dénaturation initiale 98°C 30secondes
Dénaturation 98°C 10 secondes
Hybridation 57°C 30secondes
Elongation 72°C 2 minutes

25 cycles
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Les amplicons obtenu pour ’ADN provenant des CD8 (figure 10) ou des PBMC
(figure 11) sont purifiés et utilisés pour le séquencage.

DNA CD8 DNA CD8 DNA CD8
lllumina_T7 + Index 2 Illumina_T7 + Index 2 lllumina_T7 + Index 2
555¢ 575G 60°C

Figure 10: I'amplicon de I’ADN extrait de cellules CD8 a été amplifié en présence des amarages illumina_T7 et
index_2 La figure montre le résultat de I'amplification résolut sur gel d’agarose.

15
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DNA PBMC
lllumina_T7 + index 4

DNA PBMC
llumina_T7 +index 4

25cy 30cy

e
-

.
»; AN

Figure 11: De I’ADN extrait de PBMC a été amplifié en présence des amarages illumina_T7 et index_2. La figure
montre le résultat de I'amplification résolut sur gel d’agarose.

DISCUSSION ET CONCLUSION :

Afin de créer méthode séquencage de TCR fiable il est nécessaire d’avoir en amont une PCR
optimisée. En effet une PCR effectuée dans des conditions sub-optimales peut mener a la
génération d’amplicons aspécifiques et non voulus.

Il est également possible que la séquence que |'on vise a optimiser ne soit pas produite du
tout.

La meilleure solution lorsqu’une PCR ne fonctionne pas de maniére correctement est de
varier un ou plusieurs parametres, ce que j'ai fait lors de ce travail.

L’optimisation de la PCR durant ce travail a reposé sur le changement de la température
d’hybridation, du nombre de cycles de PCR et de la concentration d’ADN initial, les autres
parametres de la PCR n’ont pas requis d’ajustement.

En effet le protocole une fois optimisé est le suivant :
Instruction de pipetage dans |'ordre d’ajout :
- Eau ajoutée jusqu’a volume de 25 pl

16
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- 5X Phusion HF Buffer 5 pl

- 20 mM dNTPs 0.5 ul

- 2uM HTRBJ_T7 0.5 pl

- 2uM HTRBV_T7 0.5 pl

- 15ng/ul Template DNA 1 pl

- Phusion DNA Polymerase 0.2 pl

Instruction de cycle du thermocycleur :

- Dénaturation initiale 98°C 30secondes
- Dénaturation 98°C 10 secondes

- Hybridation 57°C 30secondes

- Elongation 72°C 2 minutes

- 40 cycles

les résultats du séquencage sont représenté dans les histogrames ci-dessous, chaque
histogramme représente un

des différents réarrangement V/J. Sur I'axe des x, il y a les différents V; sur I'axe des y, il y a les
différent J et I'axe des z il y a la fréquence de chague recombinaison.

Expression (%)

TCRb STATISTIC

Total reads: 6635493
Match sequences: 6348161 (95.6697716356569% )
No match sequences: 287332 (4.33022836434309%)
[+ 4]
8 Identified TCR: 6227884 (98.1053253060217%)
In-frame: 6057122 (97.2581056423016%)
Unigue TCRb (-single): 11804
Qut-frame: 123491 (1.98287251336088%)
STOP-codon: 47271( 0.759021844337499%)
Unknown TRBV: 5491 (0.0864974911631888%)
Undefined TRBV: 1050 (0.0165402232237021%)
Unknown TRBJ: 103012 1.6227061664%)
Single count: 29104( 0.45846348257393%)

Figure 12 fréquences de recombinaisons V/J dans I'amplicon CD8

17
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TCRb STATISTIC
Total reads: 3239032
Match sequences: 2979195 (91.977942792785%)
Mo match sequences: 259837 (8.022057207215%)
J
E Identified TCR: 2947511 (98.9364912333701%)
o In-frame: 2886055 (97.9149865768101%)
Unique TCRb (-single): 4265
Out-frame: 42752 (1.45044412047996%)
STOP-codon: 18704( 0.634569302709981%)
Unknown TREV: 2990 (0. 100362681 865403%)
Undefined TREV: 502 (0.01685012930968001%)
Unknown TREJ: 22515( 0.755741064280787%)
Single count: 9254( 0.310620822067706%)

Figure 13 fréquences de recombinaisons V/J dans l'amplicon CD8

une recombinaison V/J domine fortement autant dans I’échantillon PBMC que dans
I’échantillon CD8 . Cela suggére que cette combinaison de primer fonctionne beaucoup mieux
que les autres. Cela peut trés bien venir d’un biais provenant de la méthode par PCR multiplex,
ou d’un bien provenant de I’échantillon lui méme

L'amplification est assez spécifique puisque entre 91 et 95% des séquences ont put étre
identifiees comme TCR.
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Figure 14 Distribution CD8 et PBMC
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la distribution des CD8 et des PBMC sont quasiment identique. La fréquence de chaque TCR a
été calculée et comparée sur la figure 14, cette dernieére montre une forte corrélation entre
les deux. Ceci suggére que les deux répertoires proviennent du méme échantillon.

Le séquencage des TCR contient une source de biais méthodologique et humains important
deplus ilpermettra de répertorier les TCR de maniere qualitative et non quantitatif vu que
chaque primer faisant partie du mix ne fonctionne pas avec exactement la méme efficacité.

De plus cette méthode utilise de ’ADN génomique et non de ’ARNm I'avantage d’une facilité
d’utilisation et de manipulation. Cependant ’ARNm de TCR est présent en plus grande
quantité dans les cellules T que la séquence ADN et donc logiquement une méthode basée
sur I’ARN serait plus sensible et permettrais surement de détecter des variations du TCR
représentés en plus faible quantité.

Un autre probleme d’un séquencage sur ADN est le fait que cette méthode ne prend pas en
compte les processus post transcriptionels et donc cette méthode risque d’identifier des
séguences qui ne meneront pas a un TCR fonctionnel.

Les perspectives de recherches dans le domaine du séquencage du TCR sont multiples et
variés, je pense que la recherche devrait se diriger vers 'amélioration des méthodes
aujourd’hui disponible. En effet développer une méthodologie sensible et spécifique
permettant de séquencer de maniere quantitative les TCR devrait étre une motivation pour
beaucoup de chercheurs.

De plus les répertoires de TCR étant différents d’un individus a I'autre les approches et
meéthodes seront personnalisées, cette personnalisation a un co(t je pense donc que faire de
la recherche dans le but de simplifier et de rendre les protocoles moins couteux en temps et
en ressources devrait étre un autre axe pouvant motiver les chercheurs.
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