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avec la protéine BMP4 (normalement loca-
lisée ventralement chez la gastrula des
vertébrés, et possédant une fonction anti-
neurale) entraine une ventralisation de
’embryon d’amphioxus, ce qui démontre
que du point de vue fonctionnel, I’éta-
blissement de I"axe dorso-ventral (D/V)
est aussi conservé entre I"amphioxus et
les vertébrés [6]. Ces résultats confor-
tent d’autres résultats antérieurs obtenus
par Tung et ses collaborateurs dans les
années 1960 [7], qui démontrérent par
des expériences de transplantation de
blastomeres les capacités inductives de la
partie dorsale du blastopore de la gastrula
d’amphioxus. Ainsi, il semble désormais
clair que 'ancétre de tous les chordés éta-
blissait son plan d’organisation par I'in-
termédiaire de la fonction inductrice d'un
organisateur au cours de la gastrulation et
que cette fonction organisatrice a ensuite
été perdue chez les ascidies. D’autres
données laissent également penser qu’au
moins une partie des mécanismes d’orga-
nisation devait déja étre présente avant
I’apparition des chordés. En effet, chez
les hémichordés, I'un des phylums le plus
proche des chordés et qui partage avec

eux la présence de structures typiquement
induites par I'organisateur telles que les
fentes branchiales, le mésoderme du pha-
rynx ou I’endostyle, on observe déja une
expression dorso-ventrale de BMP et de
ses antagonistes (par exemple, la chor-
dine) mais de maniére inversée par rapport
aux chordés [8]. Chez les protostomiens,
tels que la drosophile, les orthologues de
BMP/Chordine sont aussi exprimés dans
I’axe D/V des embryons avec une orienta-
tion similaire a celle qui prévaut chez les
hémichordés [9]. Ces résultats suggérent
que le plan d’organisation typique des
vertébrés soit apparu spécifiquement chez
I’ancétre de tous les chordés, apres I'in-
version de I’axe D/V, inversion qui doit étre
étroitement liée a I’évolution fonctionnelle
de 'organisateur.

Aujourd’hui, deux questions restent donc
sans réponse. La premiére concerne les
mécanismes moléculaires qui ont di étre
modifiés pour permettre "apparition
fonctionnelle de 'organisateur a partir
d’un ancétre ayant un plan d’organisation
possédant I’axe D/V inversé par rapport a
celui des vertébrés. La deuxieme est de
savoir quelles sont les adaptations chez
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> La maturation de I’affinité des anti-
corps au cours de la réponse immunitaire
correspond a la sélection, dans la popu-
lation des lymphocytes B a mémoire, des
cellules présentant la meilleure affinité
contre I'agent infectieux, ce qui permet-
tra une réponse plus rapide et plus effi-
cace lors d’une nouvelle rencontre avec
ce pathogene. Ce processus bien connu
fonde la démarche vaccinale.
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La modification du répertoire des genes
des immunoglobulines au cours de I'ac-
tivation des lymphocytes B représente
cependant, en termes moléculaires,
un mécanisme biologique unique chez
les eucaryotes supérieurs. Elle consiste
en effet en une mutagenése localisée,
induite par I’agent infectieux, aboutissant
a I’évolution accélérée des acteurs préci-
sément mobilisés pour son élimination.

les ascidies qui leur ont permis de garder
un plan d’organisation de type chordé en
I’absence d’un véritable organisateur. ¢
On the evolution

of the chordates bodyplan...
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Cette capacité de modification des
genes des immunonoglobulines est res-
tée pendant pres de trente ans sans
explication moléculaire, jusqu’a la
découverte, par le groupe de Tasuku
Honjo, de la protéine AID (activation-
induced cytidine deaminase). l'inac-
tivation du gene codant pour cette
enzyme abolit tous les processus de
modification des génes des immunoglo-
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Figure 1. Vue schématisée du réle des ADN polymérases translésionnelles dans le processus d’hyper-

mutation des génes des immunoglobulines. 'action de I’AID au locus des immunoglobulines désamine
des cytosines en uraciles. Ces uraciles présents dans I’ADN double-brin vont étre préférentiellement
reconnus comme des mésappariements par le complexe MSH2-MSH6 (normalement en charge de
la reconnaissance des mésappariements post-réplicatifs), et empécher ainsi le fonctionnement
de la voie classique de réparation par I'uracile glycosylase UNG. Cette reconnaissance enclenche
une réparation a fort taux d’erreur, par le recrutement de I’ADN polymérase eta. La signature molé-
culaire de cette enzyme est caractérisée par une mutageneése sur les bases A/T, son taux d’erreurs
de synthése étant le plus fort en face d’une thymidine. Lors de la phase S, UNG pourra accéder aux
uraciles exposés sur I’ADN en cours de réplication et produire des sites abasiques. La réplication de
ces sites fait appel a d’autres polymérases translésionnelles (Rev1 et probablement d’autres comme
pol zeta [10, 11]), dont I'action mutagéne par incorporation d’une base quelconque («N») sera
ciblée sur les bases G/C. Si le recrutement en phase S des polymérases translésionnelles correspond
bien a leur role physiologique de franchissement des lésions bloquant la progression de la fourche de
réplication, I'intervention du mismatch repair couplé a I’ADN polymérase eta apparait, elle, comme

un processus unique aux lymphocytes B engagés dans la réponse immunitaire (adapté de [8]).
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bulines postérieurs a leur assemblage
par recombinaison, c’est-a-dire non
seulement les mutations somatiques,
mais également la commutation isoty-
pique et la conversion génique [1, 2].
’AID, qui est une cytidine désaminase,
déclenche ces processus par une désa-
mination des cytosines en uraciles au
locus des immunoglobulines, une modi-
fication potentiellement mutageéne par
elle-méme.

Mais I’action de I’AID ne suffit pas a
expliquer a elle seule la mutagenése
des geénes des immunoglobulines [3]. La
premiére raison en est que les mutations
observées ne se réduisent pas aux seuls
sites de désamination (les bases C),
mais affectent en proportion égale les
bases A/T et les bases G/C. La deuxieme
est que 'uracile est une Iésion assez
banale dans ’ADN, produite soit par
désamination (métabolique) des cytosi-
nes (quelques centaines par jour dans le
génome humain), soit par incorporation
incorrecte d’uraciles (a la place de la
thymidine) lors de la réplication (quel-
ques milliers par cycle de réplication).
La cellule eucaryote possede de nom-
breux systémes de réparation dédiés a
la reconnaissance et a I’élimination de
cette base anormale, en premier lieu
desquels les uraciles glycosylases (UNG,
plus particulierement impliquée lors de
la réplication et SMUG, plutot dirigée
vers I’élimination des produits de désa-
mination).

Dans I’hypermutation, la problématique
est naturellement différente, puisqu’il
s’agit bien de créer des mutations dans
I’ADN apres reconnaissance de I'uracile,
et non de le réparer sans laisser de tra-
ces. Pour muter les génes des immuno-
globulines, il va falloir en premier lieu
détourner ces systemes de réparation
de leur role de gardiens de I’information
génétique. La mutageneése induite par
I’AID ne va donc pas fonctionner par
saturation des capacités de réparation
de la cellule (un processus sans doute
trop dangereux, car pas assez précis),
mais par modification des circuits habi-
tuellement mobilisés.
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Trois facteurs principaux ont été
décrits comme participant au pro-
cessus d’hypermutation: I'uracile
glycosylase (UNG), le mismatch
repair (MSH2-MSH6) et I’ADN poly-
mérase eta [4-7]. Luracile glycosy-
lase enléve habituellement la base
anormale, puis la chafne d’ADN est
incisée et la base manquante resyn-
thétisée. Le mismatch repair est lui
en charge des erreurs introduites lors
de la réplication, et est composé d’un
complexe reconnaissant les mésap-
pariements (MSH2-MSH6), et d’un
complexe effecteur (PMS2-MLH1) qui
va diriger la resyntheése d’une portion
d’ADN autour du mésappariement.
Enfin, ’ADN polymérase eta appar-
tient a la famille des polymérases
translésionnelles (qui inclut au moins
quatre autres membres dont pol zeta
et Revl), polymérases qui permet-
tent le franchissement des lésions de
I’ADN bloquant la progression de la
fourche de réplication. Leur recrute-
ment, lors des accidents rencontrés
pendant la réplication, est le plus
souvent protecteur pour le génome
des eucaryotes supérieurs. /n vitro au
contraire, ces polymérases sont tres
mutagenes quand elles copient un
ADN normal.

L’obtention de souris déficientes en
mismatch repair et en ADN polymé-
rase eta nous a récemment permis de
proposer un schéma simplifié du pro-
cessus d’hypermutation (Figure 1) [6,
8] : les bases A/T sont produites par
I’action du mismatch repair recrutant
I’ADN polymérase eta, et les muta-
tions G/C créées pour I’essentiel par
la réplication des sites abasiques pro-
duits par l'uracile glycosylase. Dans
I’hypermutation, tout fonctionne donc
«de travers » et concourt a I’accumu-
lation d’erreurs introduites en cascade
dans la gestion d’une Iésion banale de
I’ADN. L'uracile est reconnu en pre-
miere intention comme un mésappa-
riement G/U par un des composants du
systeme de réparation normalement en
charge des erreurs de la réplication (le
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complexe MSH2-MSH6). Ce complexe
va recruter I’ADN polymérase eta pour
«réparer » cette |ésion en resynthé-
tisant un court segment d’ADN, intro-
duisant de ce fait de nouvelles muta-
tions, essentiellement sur les bases
A/T qui représentent la signature de
cette enzyme. L'activité de 'uracile
glycosylase se trouve ainsi confinée a
la phase S du cycle cellulaire sur I’ADN
simple brin, et son intervention, qui va
créer des sites abasiques a "appro-
che de la fourche de réplication, sera
tout naturellement mutagene, un site
abasique ne portant pas d’information
pour les polymérases translésionnelles
capables de le franchir.

On retrouve donc les ADN polyméra-
ses dites translésionnelles a I'origine
de toutes les mutations induites par
I’AID, soit dans leur fonction spécifique
(franchissement des sites abasiques),
soit dans un réle inhabituel et qui
semble restreint aux cellules B (pour
I’ADN polymérase eta). On observe ainsi
curieusement, au cours du processus
d’hypermutation, une résurgence du
role mutagéne des polymérases trans-
lésionnelles, tel qu’il a été proposé
pour la réponse SOS chez €. coli [9], et
I’on peut évidemment trouver quelque
analogie entre la mutagenese qu’en-
traTne une réponse au stress chez la
bactérie et la variabilité induite sur
le récepteur de la cellule B lors de la
réponse a l’agression par un agent
pathogene.

Une telle dérive des systéemes de
maintenance de I’ADN est impres-
sionnante, et la question se pose bien
évidemment de savoir quels sont les
signaux spécifiques au lymphocyte
B qui permettent, lors de la réponse
immunitaire, cette gestion non ortho-
doxe d’une lésion ubiquitaire de I’ADN.
Plus généralement se pose également
la question du ciblage de I’AID au
locus des immunoglobulines, question
difficile puisque I’hypermutation, au
contraire de la recombinaison des
genes des immunoglobulines, n’impli-
que pas la reconnaissance de signaux

spécifiques. S’il est probable que la
cellule tolére un certain degré de non-
spécificité, le processus d’hypermu-
tation ciblant un ou deux kilobases
en aval d’un promoteur actif et la
majorité des genes ne comptant pas
ou peu d’exons codants sur une telle
distance, le locus des immunoglo-
bulines constitue clairement la cible
préférentielle du processus. Confor-
mation spécifique du locus, dialogue
particulier entre promoteur et enhan-
cer, relocalisation dans le noyau a
des sites constituant des mutation
factories, beaucoup d’hypotheses sont
ouvertes et restent a tester. ¢
Immunoglobulin gene hypermutation:
when error becomes a quality
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