
Note présentée à la séance du 15 mai 2003, acceptée le 6 juin 2003

Bulletin de l’Académie Lorraine des Sciences 2003, 42 (1-4)
Imprimé en France (Printed in France) par Vagner graphic

CLONAGE, SEQUENCAGE ET EXPRESSION DE
L'ARNm CD3 CHEZ PLEURODELES WALTL

MICHAH. (AMPHIBIEN URODELE)

CLONING, SEQUENCING AND EXPRESSION OF THE CD3
mRNA IN PLEURODELES WALTL MICHAH.

(URODELE AMPHIBIAN)

Armelle ROPARS

Laboratoire de biologie expérimentale et immunologie, Université Henri
Poincaré- Nancy I, BP 239, 54506 Vandoeuvre-lès-Nancy Cedex

RESUME
Le complexe CD3 est un composant essentiel du récepteur de la cellule

T (TCR) impliqué dans sa maturation et dans son activation. Ce TCR a été
identifié chez les vertébrés cartilagineux et osseux et les différentes études où les
ADNc codant les chaînes du complexe CD3 ont été clonées et séquencées ont
montré que ce complexe est constitué de plusieurs chaînes, toutes
phosphorylables et capables de transduire des signaux.

Ici, par une approche combinant RACE-PCR et oligonucléotides
dégénérés, l'ADNc de l'une des chaînes du complexe CD3, CD3 γ/δ chez
Pleurodeles waltl, a été cloné et séquencé. Cet ADNc est très homologue aux
ADNc CD3 γ/δ de Xenopus laevis et du poulet.

Les techniques de PCR semi-quantitative et de Northern-blot ont
montré que le thymus présentait la plus forte expression en ARNm CD3
γ/δ suivi par la rate et le sang puis les intestins, ce qui confirme ainsi les
spécificités tissulaire et lymphoïde de cet ARNm.

Concernant l'ontogenèse des cellules T, la technique de RT-PCR semi-
quantitative sur des stades embryonnaires et larvaires de Pleurodeles waltl  a
permis de montrer que l'expression de CD3 γ/δ démarre très tôt, dès le stade
neurula (stade 15, 69 h après la ponte), augmente jusqu'au stade 33 (9 jours après
la ponte), et reste stable au moins jusqu'au stade 42 (26-27 jours après la ponte).
Comme l'ébauche thymique apparaît aux jours 6-7, la question de la formation et
de la maturation de ces premières cellules T hors du thymus se pose.
Mots-clés: Pleurodeles waltl, urodèle, lymphocyte T, complexe CD3

ABSTRACT
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CD3 complex is an essential component of the T-cell receptor (TCR)
implicated in its maturation and activation. This TCR has been identified both
in cartilaginous and bony vertebrates and, in different studies where the cDNA of
the CD3 chains were cloned and sequenced, it appeared that CD3 complex is
composed of several chains, all susceptible to phosphorylation and able to
transduce signals.

Here, by an approach combining RACE-PCR and degenerated
oligonucleotides, the cDNA of  a CD3 chain, CD3 γ/δ in Pleurodeles waltl, has
been cloned and sequenced. This cDNA  is very homologous to the CD3
γ/δ cDNAs of Xenopus laevis and chicken.

Semi-quantitative RT-PCR and Northern-blotting technics have showed
that the highest  CD3 γ/δ mRNA expression was located in the thymus
followed by spleen, blood and finally intestine therefore confirming the tissular
and lymphoid specificities of this mRNA.

Concerning the T cell-ontogeny, semi-quantitative RT-PCR applied to
embryonic and larval stages permitted to show that CD3 γ/δ mRNA expression
begins early at the neurula stage (stage 15, 69 h after laying), increases up to the
stage 33 (9 days after laying) and afterwards remains stable at least until the
stage 42 (26-27 days after laying).  As the thymus primordium appears much
later, the question of the formation and the maturation of the first T cells outside
this organ is posed.
key-words: Pleurodeles waltl, urodele, T lymphocyte, CD3 complex

INTRODUCTION

Le développement de la cellule T, la reconnaissance antigénique et les
réponses initiées par le lymphocyte T sont contrôlés par un complexe formé de
différentes protéines membranaires appelé "récepteur de la cellule T" (TCR). Il
comporte 2 parties: la 1ère reconnaît le peptide antigénique et l'autre (le
complexe CD3) transduit le signal qui a lieu après la liaison à l'antigène. L'unité
de reconnaissance de l'antigène est composée de 2 chaînes provenant de
réarrangements géniques (αβ ou γδ)  et ensemble, avec les molécules CD8 ou
CD4 peuvent lier des peptides associés respectivement à des molécules de classe
I ou de classe II du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), (Fig.1). Chez
les mammifères étudiés, le complexe CD3 contient 6 chaînes: γ, δ, (ε)2,  (ζ)2.
Toutes ces chaînes sont susceptibles d'être phosphorylées/déphosphorylées et
sont connectées à la voie d'activation des tyrosine kinases (CHAN et al. 1994,
IWASHIMA et al. 1994). La régulation de ces phénomènes est requise pendant
toute la vie de la cellule T. Pendant l'ontogenèse de la cellule T, chaque chaîne
joue un rôle non redondant à différents stades de la maturation et de la survie des
thymocytes (ARNAIZ-VILLENA et al. 1992, SOUDAIS et al. 1993,
MALISSEN et al. 1995, HAKS et al. 1998, DELGADO et al. 2000). Ensuite,
si la cellule T reconnaît un peptide, le complexe CD3 joue là encore un rôle
crucial dans l'activation de cette cellule.
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        Fig. 1 : schéma simplifié du rôle des cellules T CD4+ et CD8+
             dans l’organisme. Le complexe CD3 est composé de 6 chaînes: « / »

Chez les mammifères étudiés, les gènes codant les chaînes CD3 γ, δ et
ε sont très proches sur le chromosome (TUNNACLIFFE et al. 1987) et les
gènes CD3 γ  et δ sont en plus très homologues en termes de séquence (SAITO
et al. 1987). L'hypothèse d'un gène ancestral commun pour CD3 γ  et δ a été
proposée et les calculs ont estimé que la duplication avait eu lieu il y a 230
millions d'années pour créer 2 gènes distincts (KRISSANSEN et al. 1987). Le
séquençage de ce gène, CD3 γ/δ, chez le poulet (BERNOT et AUFFRAY 1991)
et chez Xenopus laevis Daudin (DZIALO et COOPER 1997) a permis de
confirmer cette hypothèse et les calculs puisque mammifères et oiseaux ont
divergé il y a 250 millions d'années.

Excepté les modèles Xenopus laevis (crapaud appartenant aux Anoures)
et Ambystoma mexicanum Shaw (axolotl appartenant aux Urodèles), peu
d'informations existent sur le système immunitaire des amphibiens, notamment
sur les salamandres, alors qu'elles sont utilisées dans un certain nombre de
laboratoires.
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Notre étude a donc consisté à étudier la localisation et l'ontogenèse
précoce des cellules T chez Pleurodeles waltl  après avoir cloné et séquencé
l'ADNc codant la chaîne CD3 γ/δ (ROPARS et al. 2002).  

RESULTATS

OBTENTION DE L'ADNC CD3 DE PLEURODELES WALTL ET
COMPARAISON DE LA SEQUENCE OBTENUE AVEC LES AUTRES SEQUENCES
CD3 CD3  CD3  CONNUES

L'alignement de toutes les séquences ADNc connues CD3 γ/δ, CD3γ
ou CD3δ provenant de différentes espèces (souris, homme, rat, poulet, X.
laevis...) a permis de déterminer la région la mieux conservée (fin du domaine
extracellulaire + partie transmembranaire + coeur du domaine cytoplasmique). A
partir de cette région, 2 oligonucléotides dégénérés ont été synthétisés pour
amplifier par RT-PCR cette région à partir d'ARN total de thymus larvaire.
Après clonage et séquençage de ce 1er fragment d'ADNc, homologue à 60% (en
acides aminés) à celui de X. laevis et à 62% à celui du poulet, 2 autres
oligonucléotides ont été synthétisés et par RACE-PCR, les fragments 5' et 3' de
l'ADNc, soit l'ADNc complet (501 pb), ont été obtenus. Les 2 amplifications par
RT-PCR ont donné lieu chacune à une bande unique homogène, qui a été clonée
puis séquencée (SAMBROOK et al. 1989). La figure 2 retrace cette stratégie
globale de clonage.

1°) Alignement des séquences CD3 γ, δ, γ/δ déjà connues :

Ex : rat CD3δ --------------------------------------------------------------------------------------------------
Homme CD3γ ----------------------------------------------------------------------- -----------------------
souris CD3γ ------------------------------------------------------------------------------------------------------
xenopus CD3γ/δ ----------------------------------------------------------------------------------------------------- -
poulet CD3γ/δ ------------------------------------------------------------------------------------------------------

                                           § signal�§ ------extracellulaire--->§ transmembranaire---->§ -intracellulaire----->

2°) Détermination des séquences les plus conservées: synthèse d’un couple d’oligonucléotides dégénérés:
CD3-A et CD3-B => amplification d’un fragment interne d’ADNc de CD3.
3°) RT-PCR sur des ARN de thymus de Pleurodeles avec ces 2 oligonucléotides.
4°) Produit de la PCR mis sur gel d’agarose, purifié puis séquencé.
5°) Séquence obtenue comparée aux séquences connues.
6°) Synthèse de 2 autres oligonucléotides à partir de cette séquence:

CD3-A ---------------------------------------------------------------------- --CD3-B
CD3-3’-� § -CD3-5’

7°) RACE-PCR 5’ et 3’ grâce à ces 2 oligonucléotides à partir d’ARN de thymus de Pleurodeles
8°) identique au 4°)
9°) identique au 5°)

Fig.2 : stratégie globale de clonage de l’ADNc de CD3 γ/δ de Pleurodeles waltl
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La séquence complète en acides aminés déduite et comparée aux
séquences CD3 γ/δ, γ, δ connues montre que la structure générale est préservée :
elle présente 48% d'homologie avec celle du poulet, 46% avec CD3γ  murin et
44% avec CD3γ  humain. La partie transmembranaire est la plus conservée: elle
présente 61% d'homologie avec celle du poulet et avec celle de X. laevis. Le
domaine cytoplasmique présente de 49 à 57% d'homologie avec les séquences
CD3 γ/δ, CD3γ , CD3δ connues (Fig.3).  

ANALYSE DE L'EXPRESSION DE CD3 DANS DIFFERENTS TISSUS DE

PLEURODELES WALTL 

      ------signal------------------> <-----extracellulaire----------
MurineCD3γ            MEQRKGLAGLFLVISLLQGTVAQTNKAKNL VQVDGSRGDGSVLLTCGLTDKTIKWLKDGS 60
rattusCD3γ          MEQGKGLAGLFLVISLLQGTMAQQKEEKHL FKVDDSQGDGSVLLTCDFNEKTITWLKDGH 59
HumanCD3γ           MEQGKGLAVLILAIILLQGTLAQSIKGNHL VKVYDYQEDGSVLLTCDAEAKNITWFKDGK 60
MurineCD3δ          MEHSGILASLILIAVLPQG---------SP FKIQVTEYEDKVFVTCNT----SVMHLDGT 47
RattusCD3δ          MEHYGILVSLLLATVLPQG---------SP FKIEVVEYEDKVFVNCNT----SIRHLDGS 47
humanCD3δ           MEHSTFLSGLVLATLLSQV---------SP FKIPIEELEDRVFVNCNT----SITWVEGT 45
GallusCD3γ/δ         MWKGRALGTWLLLACVAVAKLGV-----HG LSMSVKEVSGKVFLQCQESKDLNTNYLWKK 55
XenopusCD3γ/δ        MKNHLQIAWMLVLMVTLKA---------TC NKIEAFVKNNHLYLTCKVDEK-GESFLWTH 50
PleuroCD3γ/δ         MGLGRRALALLLLAVFGLG---------SG VNVTVRESLGELVL-CKG----ATNAEWNT 46
                    *         .:                    .:      . : : *

  -----------------------------------------------------> <-----
MurineCD3γ          IISPLNATKNTWNLGNNAKDPRGTYQCQGAKETSNP---LQVYYRMCENCIELN IGTISG 117
rattusCD3γ          RISPPNATKSTWNLGNGAKDPRGMYQCRGAKKKSQ---LLQVYYRLCENCIELN MGTVSG 116
HumanCD3γ           MIGFLTEDKKKWNLGSNAKDPRGMYQCKGSQNKSKP---LQVYYRMCQNCIELN AATISG 117
MurineCD3δ          VEGWFAKNKT-LNLGKGVLDPRGIYLCNGTEQLAKVVSSVQVHYRMCQNCVELD SGTMAG 106
RattusCD3δ          VERWLTKNKS-LILGKGILDPRGMYMCNGTEELAKEVSTVQVYYRMCQNCVELD SATLAG 106
humanCD3δ           VGTLLSDITR-LDLGKRILDPRGIYRCNGTDIYKDKESTVQVHYRMCQSCVELD PATVAG 105
GallusCD3γ/δ         GKEELGNMRQ-LDLGAIYDDPRGTYTCQ-RDENVNS--TLHVHYRMCQNCIEVD APTISG 111
XenopusCD3γ/δ        DTKNIDLFNKTLDLGSVWNDPRGNYVCKATEDGTEAS--IEVFVRMCQNCIEMD TGTISG 108
PleuroCD3γ/δ         G----GRNLE-VNLGALTRDPRGTYSCS-EHGNPQSKDTLQVYVRMCENCIELD PGTISG 100
                                 **    **** * *            :.*. *:*:.*:*::   *::*

  -transmembranaire-> <---- cytoplasmique-------------------
MurineCD3γ          FIFAEVISIFFLALGVYLIA GQDGVRQSR--ASDKQTLLQNEQLYQPLKDREYDQYSHLQ 175
rattusCD3γ          FIFAEIISIFFLAVGVYFIA GQDGVRQSR--ASDKQTLLQNEQVYQPLKDREYEQYSRLQ 174
HumanCD3γ           FLFAEIVSIFVLAVGVYFIA GQDGVRQSR--ASDKQTLLPNDQLYQPLKDREDDQYSHLQ 175
MurineCD3δ          VIFIDLIATLLLALGVYCFA GHETGRPSG--AAEVQALLKNEQLYQPLRDREDTQYSRLG 164
RattusCD3δ          VIITDLIATLLLALGVYCFA GHETGRLSG--AVDTQVLLKNEQLYQPLRDRDDAQYSRLG 164
humanCD3δ           IIVTDVIATLLLALGVFCFA GHETGRLSG--AADTQALLRNDQVYQPLRDRDDAQYSHLG 163
GallusCD3γ/δ         IVVADVVATVLLAIAVYCIT GQDKGLMSR--ASDRQNLIANDQLYQPLGERNDGQYSQLA 169
XenopusCD3γ/δ        FIIADIIMIGLIAIAVYCVS GSETRRPAR--ASDKQNLLQND-LYQPLGQRSEDTYSHLN 165
PleuroCD3γ/δ         IVVADVIITILIAVAVYCVS GSEKGRPSRGKSSDKQVLIPNDQLYQPLRDREESAYSHIT 160
                    .:. :::   .:*:.*: .: * :    :   : : * *: *: :**** :*.   **::

            --------->
MurineCD3γ          GNQLRKK-- 182
rattusCD3γ          GNQVRKK-- 182
HumanCD3γ           GNQLRRN-- 182
MurineCD3δ          GNWPRNKKS 173
RattusCD3δ          GNWPRNKRS 173
humanCD3δ           GNWARNK-- 171
GallusCD3γ/δ         TAKARK--- 175
XenopusCD3γ/δ        SR------- 167
PleuroCD3γ/δ         ASRPRRK-- 167

Fig.3 : comparaison entre la séquence CD3 de Pleurodeles waltl obtenue et les
séquences CD3 γ, δ, γ/δ déjà connues chez Xenopus laevis, le poulet et des
mammifères. Les différents domaines potentiels de la protéine sont indiqués. Les
acides aminés identiques sont marqués d’un astérisque: (*). Le signe: (:) indique
des acides aminés substitués mais conservés et enfin le signe:(.) indique des
acides aminés subsitués semi-conservés .
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L'obtention de cette séquence CD3 a permis de localiser et de quantifier
l'expression du complexe CD3. Le sang et les différents organes proviennent de
pleurodèles adultes âgés de 2 ans; par contre, le thymus provient de larves
parvenues au stade 42 (26-27 jours après la ponte) car il a été montré par
TOURNEFIER (1976) qu'à partir du stade 50, les thymocytes migraient hors du
thymus. Ces stades ont été définis par GALLIEN et DUROCHER (1957).  

Deux techniques différentes: RT-PCR semi-quantitative et Northern-blot
(SAMBROOK et al. 1989) ont été utilisées et ont montré que le thymus est
l'organe dont l'expression en ARNm CD3 est la plus forte suivie de la rate (55%
du signal donné par le thymus), du sang (33 % du signal thymique) et enfin des
intestins (16%), (Fig. 4). Ceci confirme bien les spécificités tissulaire et
lymphoïde de la séquence obtenue.

ANALYSE DE L'EXPRESSION DE CD3 AU COURS DE L'ONTOGENESE
PRECOCE CHEZ PLEURODELES WALTL

Pour cette étude, des embryons et des larves âgés de
quelques heures à 27 jours après la ponte ont été utilisés
(stades 2 à 42) et analysés par la technique de RT-PCR semi-
quantitative. L'ARNm CD3 est présent dès le stade 15 (69 h
après la ponte) donc dès le stade neurula; son expression
augmente jusqu'au jour 9 (stade 33) et ensuite, il semble
qu'elle se stabilise (stade 42; 26-27 jours), (Fig.5).

DISCUSSION

SIMILITUDE ENTRE L'ADNC CLONE ET SEQUENCE ET LES SEQUENCES
CD3 DEJA CONNUES

La 1ère amplification obtenue par RT-PCR a donné un produit unique
d'amplification. Après clonage et séquençage, il s'est avéré que cette bande était
homogène et présentait une très forte homologie avec le fragment correspondant
au CD3 γ/δ de Xenopus laevis et au CD3 γ/δ du poulet: respectivement 62% et
60 % d'homologie en acides aminés. Cette homologie atteint 70 % quand on
considère les acides aminés similaires en taille et/ou en charge. Le fait de n'avoir
obtenu à ce stade qu'une bande d'amplification laisse présager qu'il n'y a qu'un
gène de type CD3 γ/δ comme chez X. laevis ou chez le poulet.

Le séquençage de ce fragment interne a permis de synthétiser des
oligonucléotides pour amplifier les parties 5' et 3' de l'ADNc c'est-à-dire
d'obtenir la séquence complète de l'ADNc.
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Fig.4: analyse parNorthern-blot de l ’expression del’ARNm CD3 chezPleurodeles
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parvenuesau stade 42 (26-27 jours après la ponte).
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Ces extrémités 5' et 3' présentent des homologies
moins fortes que celles obtenues avec le fragment interne
mais les portions essentielles à la structure et à la fonction de la protéine sont
conservées (ex: motif nécessaire à la dé/phosphorylation).

Comme les Urodèles constituent un lien entre les poissons téléostéens
et les anoures, il serait intéressant  de connaître la composition de leur complexe
CD3, de même que pour les axolotls, mais malheureusement aucune séquence
CD3 à part CD3 γ/δ de X. laevis et de P. waltl n'est disponible actuellement.

EXPRESSION DANS LES TISSUS

Parmi toutes les sources d'ARN utilisées, la plus forte expression de
l'ARNm CD3 γ/δ est détectée dans le thymus de larves parvenues au stade 42
(26-27 jours après la ponte). Cette observation est en accord avec une étude
précédente où nous trouvions une très forte expression thymique d'un autre

Fig.5: analyse par RT-PCR quantitative de
lÕexpression de CD3 au cours du d?veloppement
pr?coce de Pleurodeles waltl . La GAPDH sert de
t?moin de base.
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marqueur lymphoïde: RAG-1, enzyme impliquée dans les réarrangements dans
les lymphocytes B et T (FRIPPIAT et al. 2001). Ces résultats impliquent donc
que le thymus chez le pleurodèle est un organe lymphoïde primaire pour la
maturation des cellules T. Une forte expression de CD3 γ/δ est retrouvée dans la
rate, confirmant ainsi les observations de TOURNEFIER (1976) qui décrivait cet
organe comme étant un organe lymphoïde secondaire chez P. waltl. Etant donné
qu'il existe un niveau moyen en ARNm CD3 γ/δ_dans les intestins de P. waltl,
l'hypothèse de l'existence de tissu lymphoïde secondaire est envisageable dans ce
tissu comme dans d'autres espèces telles que X. laevis, les oiseaux et les
mammifères. D'ailleurs, un urodèle, Notopthalmus viridescens,  possède des
ilots lymphoïdes dans la paroi intestinale (HIGHTOWER et St PIERRE 1971).

ONTOGENESE T PRECOCE

L'ARNm CD3 γ/δ αpparaît donc très rapidement : au stade neurula
(st15, 69 h après la ponte); ceci peut paraître surprenant car à ce stade, l'ébauche
thymique est absente. Chez le pleurodèle, elle apparaît au jour 9
(CHARLEMAGNE 1977) soit 6 jours après le début de l'expression de l'ARNm
CD3 γ/δ et 2 jours avant l'éclosion.

Dans une étude précédente, nous avons montré que l'ARNm RAG-1
apparaissait 71h après la ponte (stade 18), (FRIPPIAT et al. 2001). L'apparition
concomittante de ces 2 marqueurs lymphoïdes suggère que les premières cellules
T réarrangent en dehors du thymus. Qu'en est-il chez les autres animaux?  

De fait, dans les modèles très étudiés ayant une éclosion très rapide,
comme Danio rerio ou X. laevis, il y a une bonne corrélation entre l'apparition
de RAG et l'ébauche thymique (WILLET et al. 1997, 1999).

Par contre, chez la truite arc-en-ciel, qui présente un développement long
comme P. waltl , il semble qu'il y ait un décalage entre les marqueurs
lymphoïdes et la formation des organes lymphoïdes primaires: les ARNm RAG-
1 et RAG-2 sont détectés au 10ème jour après la ponte; la recombinaison
complète VDJ pour le TCR a lieu 5 jours plus tard et le thymus apparaît
seulement 20 ou 23 jours après la ponte (GRACE et MANNING 1980,
CASTILLO et al. 1991). De même, lors de l'ontogenèse B, on observe aussi un
décalage car les premières cellules B apparaissent alors que le pronéphros est
seulement hématopoïétique (CASTILLO et al.  1993, HANSEN et ZAPATA.
1998). Donc chez P. waltl et chez la truite arc-en-ciel, se pose la question du ou
des lieu(x) où réarrangent ces premières cellules B et T et de leur rôle.

Ces premières cellules répondent-elles à un répertoire antigénique
correspondant à des agents pathogènes capables de dégrader la gangue de l'oeuf et
d'infecter ce dernier par la suite?  

Ce phénomène semble en tout cas assez général car chez les mammifères
et chez les oiseaux, il a été mis en évidence chez la souris pour les cellules T
(RODEWALD et al. 1994) et chez le poulet pour les cellules B (REYNAUD et
al. 1992). Ces phénomènes sont-ils tous similaires et répondent-ils tous à un
répertoire antigénique restreint?
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L'obtention des ADNc de RAG-1 et de CD3 chez P. waltl  et
l'utilisation de l'hybridation in situ pourra peut-être nous permettre de répondre à
la première partie de la question, à savoir la localisation de l'endroit où naissent
ces premières cellules T.
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