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Evolution des séquences
«signal de recombinaison»
dans le locus de la région variable
de la chaine lourde des immunoglobulines

Alexandre Hassanin

Les locus des immunoglobulines (Ig) et des récepteurs
des cellules T ('ItR) sont propres aux vertébrés et
présentent une dynamique évolutive exceptionnelle dont
les modalités restent cependant a découvrir. Les genes
des Ig et 'ITR sont assemblés aw cours du développement
des lymphocytes, a partir des segments codants V, D, et
|, par un mécanisme spécifique appelé recombinaison
VID)]. Ce mécanisme tres particulier fait intervenir de
courtes séquences cibles adjacentes aux segments codants
appelées séquences «signal de recombinaison » (SSR).
Des travaux récents ont montré que la recombinaison
V(D)] pouvait avoir liew dans les cellules germinales
des poissons cartilagineux [12]. St un tel mécanisme
était avéré chez les mammiferes, il pourrait expliquer les
importantes restructurations observées dans les locus
des Ig et des TcR au cours de Uévolution. Dans le cadre
de cette hypothese, on s’attendrait alors a ce que les
segments codants et les SSR n’aient pas toujours évolué
comme une unité fonctionnelle. Autrement dit, des
analyses phylogénétiques menées indépendamment sur

les segments codants et leurs SSR adjacentes devraient
montrer des histoires évolutives différentes.

L'étude du locus de la région variable de la chaine
lourde des Ig a permis de définir quatre types de SSR
chez Chomme : H1, H2, H3 et H5. L'analyse des
séquences disponibles dans les banques de données a
indiqué que les autres mammiferes ne présentaient pas
de types de SSR autres que ceux découverts chez
Uhomme. Les analyses phylogénétiques menées sur les
segments codants VH et leurs SSR adjacentes ont
montré qu’il y a eu remplacement d’une SSR de type
H2 par une SSR de type H3 au cours de lévolution
des mammiféres. Deux modeles sont proposés pour
rendre compte de ce remplacement : le premier implique
un crossing-over inégal, le second fait intervenir une
activation de la recombinaison V(D)] dans les cellules
germinales. Ce remplacement semble avoir été
sélectionné positivement au cours de l'évolution des
mammiferes car les SSR H3 apparaissent plus efficaces
pour la recombinaison V(D)] que les SSR H2.

e systétme immunitaire des
vertébrés produit un vaste
répertoire d’immunoglobu-
lines (Ig) et de récepteurs
des cellules T (TcR: T cell
receptor) capables de reconnaitre un
trés large spectre d’antigénes. Une
molécule d’Ig est un tétramere poly-
peptidique composé de deux chaines
légeres (L) identiques et de deux
chaines lourdes (H) identiques

s (figure I). Une molécule de TcR est
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un hétérodimere composé soit d’'une
chaine o et d’une chaine B, soit
d’une chaine y et d’'une chaine 0. Les
chaines polypeptidiques des Ig et des
TcR sont constituées d’une région
variable responsable des interactions
avec ’antigéne et d’une région
constante. La région constante est
codée par un seul segment de gene.
La région variable est codée par une
séquence d’ADN assemblée soit a
partir de deux segments de géne (un

segment V [variable] et un segment J
[jonction]) dans le cas des chaines L,
O et Y, soit a partir de trois segments
de gene (V, D [diversité] et ]) dans le
cas des chaines H, B et 0. Dans le
génome des vertébrés, il existe un
grand nombre de segments V, D et ]
et, en théorie, chaque segment V
peut étre combiné avec n’importe
quel segment D et n’importe quel
segment J. Ce mécanisme combina-
toire, appelé recombinaison VD],
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permet d’obtenir une trés grande
diversité de réarrangements. Ces
réarrangements s’effectuent unique-
ment dans les lignées lymphocytaires
B et T et permettent I’établissement
des répertoires somatiques des Ig et
TcR, propres a chaque individu [1,

Les réarrangements entre les élé-
ments V, D et ] sont réalisés grace a
de courtes séquences cibles, appelées
séquences «signal de recombinai-
son» (SSR), situées immédiatement
en 3’ des segments V, en 5’ et 3’ des
segments D, et en 5’ des segments |
(figure 1). Les SSR sont composées de
deux motifs trés conservés (un hepta-

mere et un nonamere) séparés par
un «espaceur» de 12 ou 23 nucléo-
tides. Les réarrangements VD] sont
provoqués par I'activité des protéines
RAG-1 et RAG-2 (recombination activa-
ting gene), qui sont capables de recon-
naitre les SSR et d’engendrer des
coupures d’ADN double brin entre
les SSR et les segments de géne V, D
et] [1, 2].

SSR associées
aux segments de gene VH

Chez ’homme, tous les segments de
géne VH de la chaine lourde des
immunoglobulines sont connus
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Figure 1. La recombinaison VDJ dans le locus de la chaine lourde des immu-
noglobulines. Les séquences «signal de recombinaison » (SSR) sont repré-
sentées sous la forme d'un triangle rouge; celles situées en 3’ des segments
V et D sont caractérisées par un espaceur de 23 pb alors que celles localisées
en 5’ des segments D et J présentent un espaceur de 12 pb. Généralement,
la recombinaison a lieu entre des SSR de tailles différentes et orientées en

sens inverse (régle 12/23) [1, 2].
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puisque le locus de la région variable
a été completement séquencé [3].
Une étude restreinte aux 39 seg-
ments VH fonctionnels du locus
humain a permis de définir quatre
types de SSR, appelés H1, H2, H3, et
Hb5 [4]. Ces quatre types de SSR sont
facilement différentiables en compa-
rant soit les espaceurs de 23 pb des
SSR, soit les régions non fonction-
nelles situées en 3’ des SSR (figure 2).
I1 est possible d’aligner les régions 3’-
adjacentes des SSR lorsque les
séquences comparées appartiennent
a un méme type de SSR. En
revanche, il s’avere impossible de les
aligner lorsque les séquences compa-
rées appartiennent a des types de
SSR différents.

Toutes les SSR associées aux seg-
ments VH de mammiféres appartien-
nent aux types H1 et H3 mis en évi-
dence dans le locus VH humain. Le
type H1 a été retrouvé uniquement
chez la souris, alors que le type H3
est beaucoup plus répandu: il a été
détecté chez des cétartiodactyles
(bceuf, mouton, chameau et porc),
un lagomorphe (lapin), des primates
(chimpanzé, gorille et macaque) et
un rongeur (souris). Aucune SSR de
mammifére ne ressemble aux SSR
découvertes chez les oiseaux, les rep-
tiles, les amphibiens et les poissons.
Ce résultat s’explique probablement
par la longue période de temps qui
s’est écoulée depuis la séparation des
principaux groupes de vertébrés, ce
qui a entrainé 'accumulation d’un
grand nombre de mutations dans les
régions utilisées pour définir les dif-
férents types de SSR (I’espaceur et la
région 3’-adjacente de la SSR), obs-
curcissant ainsi le signal phylogéné-
tique ancien.

birth-and-death

Le modeéle d’évolution birth-and-death
postule que les nouveaux segments
VH sont créés par duplication; cer-
tains sont maintenus sous forme
fonctionnelle dans le génome,
d’autres sont éliminés ou deviennent
des pseudogenes a la suite de muta-
tions déléteres [5, 6]. Pour donner
naissance a un nouveau segment de
gene fonctionnel, le fragment d’ADN
dupliqué doit inclure la séquence VH  m—
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VH Séquence "signal de recombinaison” Séquence 3’ adjacente
l Heptamére Espaceur de 23 pb Nonamere
[ 3-15 CACAGIG AGGGGAGGTCAGTGTGAGCCCGG ACACAAACC TCCCTGCAGGGGCGCH GOGGGGEH * * * * % * % # % % % % % %k k& % % % % % ¥ CCACCAGGGGGOGCTC
3-40 EEEEEEE ... Ammmmmmn- A PO - - e A
3-72 PEEEE C- [ - — — - - - - [ Te e A-mmmen G-
3-73 PR - - - - oo RN - - - i Temmemeeenaaaas
321 mmmmeee e Acmmmmeeeeee o A lmmmmmeee e K ee TG =G A - A mmmmmmm e e ¥eun G
3-4C PEEEEEE . A B - TG = A A e e e *A
3-7 EEEEEE— Acmmmmmme e A EEEEEm—— TG CTT- - = A - e m e e e e e e *A
3-11 FESEEEEN . . ... Acmeencecnaann. A [EEEEEmmEE O o1 I P S c
3-74 mmmmee e AcceAcmeeeaeo- A mmmmmeee - Gmmmn-- AT-CT- A Ac - e e e e G----- T-TC
3-28 ---oon e AeeeTomeeeoo - O AA--A-TG ---GGA---------m - - AATCAG GG -----------
3-53 EEEEEEN . .. .. A---T----C---A FEEEEEEEN .. ... AA----TG ---GA----mmmmmmmmm e AATCAG GG -----------
3-66 [EEEEEEN . .. C-T----C---A [SESEEEEEEY . ....... AA--T-TG *-vGovmmrcmmmncnnnnnn AATCAG GG -----------
H3 | 380 ssccon oooos T EE e oy - EEEEEE PR AA----TG G -GA--mmmmmmmmm e mme s AATCAG GG ----------~
3-33 - - T----C---A [m--mmmaee e AA----TGC-GA----------mm - - - AATCAG TG -----------
3-13 ------- - A----- A------ A- EEEEEEEEEY - - - - - - - - - *AAT--CTG *--GA----------------- AATCAG TG --------- A-
3-64 -------|--- A-A-T-A----GA-ATG-G---- ------- G-AA---TG*--AA------mmmmmmm e o AGICAT-TG ----------~
3-9 EEEEEEEN - - - - - - A-----CA------A EEEIASEEESN - - - REEEEEE AAGA--AG A -GG ---------------- CCTEEG TG --A----A---
3-20 ------- ------ AC---- A----- O G---------- AAGA--AG A -GG ---------------- CCTEEG TG --A--------
3-43 m------ - -- - A----CA-----A ---A---- -- G------ AAGA--AG A -GG ---------------- CCTEEG TG --A--CG A---
4-31 ----A - |--------- G--meeeen-- A e e AG - - - GA- - - GGCGGGECGCAGGTGCTGCTCAGGA- - -G - - - - - - - - - G
4-34 Bomel - - - - - - - - - G---ceeen-- I -0 EEEEEEEEEE TAG - - AGA- - - GGCGGEGECGCAGGTACTCCTCAAGA- - -G - - - T-- - - - G
L G-mmmmmemes Al A AG- - - TGA- - - GGOGGT CGCAGGT GCAGCTCAGGG - - G- - = - - - - - - TG
4-4 meeeee oo G---------- A fmemmeeee e e AG - - - GA- - - GACCGGCGCAGGTGCTCCTCAAGA- - -G - - - - - - - - - G
4-59 - G---ceeenn- A ---A--ee e G------ AG - - - GA- - - GACCGGCGCAGGTGCTGCTCACCG - -G - === - - - - - G
4-6]1 BEEEEE - - - - - - - - - G---ceee-- IS8 EEEEEEEE T--A---- GA- - - GACCGGCGCAGGTGCTCCTCAGA- - -G - - - T-- - - - G
L 6-1 EEEEEEE------ Acmmmmmmmeeee- A- EEEEEEEERY - - --------- AT---T-A-A---ccmmmm i mm e im e - Yoo AA---AC
[ 2-5 ----AA CACAGCCCAG GCACCT--T-T ---A----- CAGGCTGCTTCT- ATT- GT- CTCCCTCCCCACCT CTGCAGAACAGGAA- GTGCA- CTGAGAT
H2 - 2-26 ----- A- - CACAGCCCAG ATGCCT--T-T ---AG --- - AG* CTGCATCT- AGT- GT- CTCCCTCCCTACCT CTGCAGAACAGGAA- GTGT- ACTGAGAT
| 2-70 ----- A- - CACAGOCCAG- GCGCTT--T-T ---AG --- CAG*GTGTTTTT- AGT- GT- CTCCCTCCCCACTTCTGCAGAACAGGAT- GTGT - - CTGAGAT
[[1-2 ------- T- AAA- CCCACA- CCTGAGGEGT- T--G ---- CA*AG *GA-- AG - A- - T- T- CTGGGGC- T- GA- GAAATGAAAGCGATTATTATTTTTAAT
1-3 ------- T- AAA- CCCACA- CCTGAGAGT- T--G ---- G *AG GG - AAG' - A- - T- T- CTG - GCATGGAGGAAATGACAAAGATTATTA- ATT- AAG
1- 58 E====e T- AAA- CCCACA- CCTGAGAGT- T--G ---G G *AG *- A-- AG - A- - T- TACTG - GCATGGAGGGGATGACAAAGGT TATTA- ATT- AAG
1-8 |------- T- AAA- ACCACA- CCTCAGAGA- T--G ---- CT*AG GGA- AAG - A--T- T- CTGG GC- T- GAGGAGATGACAGGEGGT TATCA- - TTTAAG
H1 4 1-46 ------- T- A- A- ACCACA- CCTCAGAGT- T--G ---- CTGAG *GA- - AGT- A- - T- T- CTGA- GC- T- GAGAAAATGACAGGGGT TATTCA- TTTAAG
1-69 |====-=- T- AAA- CCCACA- CCTGAGAGT- T--G ---- CTGAG *GA- AAG - A- - T- T- CCGG- GC- T- GAGGAGATGACAGGGGTI TATTA- - TTTAAG
1-24 |------- T- AAA- CCCACA- CCTGAGAGC- T--G ---- CTGAG *- AT- AG - A- - T- T- CTGAGGC- T- GAGGAGATGACAGGATTTAT- AA- TTTAAA
1- 18 E===== T- AAA- CCCACA- CCTGAGGGTT T--G - - C-*AG *GA- - AG - A- - T- CACTGAATT- T GAGGAGATTACAGCG TTACAAT- TTTAAA
| 1-45------- T- AAA- CCCACA- CCTGAGA-C- T--G ---- G *AA-*GA-- AG - A- - TTCACTGAA- - - T- GAGGAGGTTACAGGG TTAC- AT- TTTAAA
H5 — 5-51 ------- - - A- A- ACCA* - CCCCGAG -G T-TA----- CT- - ACACC- CAG- TGCA- AATGAGCT GCT AGAGACTCACTCCCCAGGGG- CTCTCTATTCA

Figure 2. Alignement des 39 SSR fonctionnelles du locus VH humain. L’'alignement inclut les trois régions des SSR
(heptamere, espaceur de 23 nucléotides et nonamere) ainsi que la séquence 3’-adjacente. Toutes ces données sont
tirées de la séquence compléte du locus VH humain [3]. Chez 'Homme, les segments de géne VH ont été classés en
sept familles (la famille 7 n’est pas représentée ici car aucun segment fonctionnel n’'y a été décrit) qui ont été ras-
semblées dans trois groupes majeurs (A en bleu, B en rouge et C en vert) [5-7]. Le premier chiffre de chague nom de
segment VH fait référence a sa famille d’appartenance, le second chiffre indique sa position sur le chromosome 14
[3]. Pour la nomenclature des SSR, la lettre H fait référence a 'Homme alors que le chiffre indique la famille VH la
plus représentative de cet ensemble [4]. Le type H3 est le plus commun avec 26 membres correspondant aux
familles VH 3, 4 et 6. Le type H2 est associé a la famille VH 2. Le type H1 inclut tous les représentants de la famille VH
1. Le type H5 ne contient que VH 5-51.

Figure 3. Arbre phylogénétique des segments de gene VH de mammiféres. Les analyses phylogénétiques ont été réa-
lisées avec le logiciel PAUP 3.1.1 [15] en examinant I’'exon 2 (261 pb) de 85 segments VH de mammiféres. L'arbre cor-
respond au consensus strict des 54 arbres les plus courts (longueur = 396 410 pas) obtenus en parcimonie pondérée
[16, 17]. La robustesse des regroupements a été estimée par la méthode du Bootstrap [18]: les valeurs obtenues
apres 100 réplications sont indiquées sur les branches. Les trois principaux groupes de séquences VH sont distingués
par un code couleur: groupe A en bleu, groupe B en rouge et groupe C en vert. A I'extrémité des branches, les
cercles indiquent que la SSR associée au segment VH est connue, la couleur du cercle précise le type de SSR
concerné. Les séquences autres qu’humaines sont désignées par le nom de genre de I"animal suivi par le numéro
d'accés dans Genbank. L'arbre a été enraciné avec les segments VH 101 de requin (Heterodontus francisci) et VH 102

==mmees de raie (Raja erinacea), car ces séquences se branchent avant la divergence des segments VH de mammiferes [5].
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codante, sa SSR 3’-adjacente, ainsi
que la région 5’-régulatrice de la
transcription. Ces trois éléments ont
donc probablement évolué comme
une unité fonctionnelle, ce qui
implique qu’ils partagent la méme
histoire phylogénétique. Cette hypo-
thése a été testée en analysant la dis-
tribution des différents types de SSR
sur 'arbre phylogénétique obtenu
avec les séquences VH (figure 3).
Conformément a de précédentes ana-
lyses [5-7], trois groupes majeurs de
séquences VH, A, B et C, ont été mis
en évidence chez les mammiferes
(figure 3). La présence de séquences
VH appartenant a la fois a ’'homme et
a la souris dans ces trois groupes sug-
gére que leur séparation est antérieure
a la radiation des mammiferes euthé-
riens, il y a 65 millions d’années (MA)
[7]. D’autres analyses ont montré, par
ailleurs, que les groupes A et B
contiennent des amphibiens en plus
des mammiféres, alors que le groupe
C inclut aussi des oiseaux, des reptiles,
des amphibiens, et des poissons osseux
[5, 6]. Ceci indique que les groupes A,
B et C avaient déja divergé avant la
radiation des tétrapodes aux alentours
de 350-400 MA [5].

Selon le modéle birth-and-death, les
trois groupes A, B et C obtenus sur la
base des séquences VH devraient étre
retrouvés en analysant les SSR. Ce
modele se vérifie dans le cas des
groupes A et C (figure 3): les seg-
ments VH du groupe A sont flanqués
de SSR de types H1 ou H5, lesquels
apparaissent apparentés sur la base
des séquences de I’espaceur (mais
pas sur la base des régions 3’-adja-
centes des SSR, ce qui justifie la défi-
nition de deux types différents (figure
2), et tous les segments VH du groupe
C sont liés a des SSR appartenant au
seul type H3. En revanche, ’analyse
au sein du groupe B ne permet pas
d’avaliser le modele birth-and-death
car les segments VH sont associés a
des SSR de deux types non apparen-
tés, H2 et H3 (correspondant respec-
tivement aux groupes By, et Bys,

figure 3).

Quelle est I'origine
des SSR H3 du groupe B?

Deux hypothéses permettent d’inter-

s préter la présence de SSR de type H3
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Figure 4. Deux hypotheéses pour expliquer I'origine des SSR H3 du groupe B.
La premiere (Hypothése H3), suppose que le segment VH ancestral du
groupe B était connecté a une SSR H3 et que I'ancétre du groupe B,, s’est
doté d’'une SSR du type H2 par un processus qui reste a déterminer. Ceci
implique a fortiori que le type de SSR H3 était déja différencié chez I’'ancétre
commun de toutes les séquences VH des groupes B et C. Inversement, la
seconde (Hypothése H2) stipule que le segment VH ancestral du groupe B
était li¢ a une SSR H2 et que I'ancétre du groupe B,; a obtenu une SSR du
type H3 a partir d'un donneur VH du groupe C. Les segments de géne VH
sont représentés par des rectangles rouges pour ceux du groupe B et verts
pour ceux du groupe C. Les SSR sont symbolisées par des triangles rouges
pour celles du type H2, et verts pour celles du type H3. La couleur violette est
utilisée pour représenter les séquences ancestrales communes aux VH des

groupes B et C.

dans le groupe B (figure 4). Selon la
premiere (Hypotheése H3), le seg-
ment VH ancestral du groupe B était
connecté a une SSR H3 et I'ancétre
du groupe By, s’est doté d’une SSR
du type H2 par un processus qui
reste a déterminer. Inversement, la
seconde (Hypothese H2) stipule que
le segment VH ancestral du groupe B
était 1lié a une SSR H2 et que
I’ancétre du groupe Bys; a obtenu
une SSR du type H3 a partir d'un
donneur VH du groupe C.

Trois arguments soutiennent cette
dernieére hypothese et indiquent que
I’histoire évolutive du locus VH a été
marquée par un échange de SSR
entre deux segments VH des groupes
B et C. (1) Puisque les groupes B et C
avaient déja divergé avant la radia-
tion des tétrapodes [5], I'hypothese
H3 suppose une conservation tout a
fait exceptionnelle des SSR et des
régions 3’-adjacentes. Si tel était le

cas, on s’attendrait logiquement a
trouver non seulement les SSR de
type H3 dans tous les segments VH
des groupes B et C de mammifeéres,
mais aussi dans ceux d’autres
groupes de tétrapodes. Pourtant,
aucun des segments des groupes B et
C décrits a ce jour chez les oiseaux,
les crocodiles et les amphibiens ne
présente de SSR H3. (2) Sous I’hypo-
these H3, il faut supposer que le type
H2 provient d’'un donneur d’origine
inconnue. Dans le cas de I’hypothése
H2, I’origine du type H2 est connue:
il s’agit du type ancestral du groupe
B, lequel est le résultat d’'un simple
processus de divergence nucléoti-
dique a partir de la SSR ancestrale
des groupes B et C. (3) La comparai-
son des groupes By et C révele que
les SSR et les régions 3’-adjacentes
sont tres proches alors que les
régions situées en 5’ des SSR ne sont
pas apparentées (région 5’ régula-
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trice, exon 1, intron et exon 2 des
segments VH). De telles différences
ne s’expliquent pas par un simple
processus de mutation nucléotidique.
Seul un événement de recombinai-
son peut rendre compte de ces diffé-
rences.

Bien qu’il soit difficile de dater préci-
sément I’événement qui a conduit au
remplacement d’une SSR H2 par
une SSR H3, trois indices reposant
sur des données paléontologiques
[8] indiquent qu’il a pu avoir lieu
entre 115 et 65 MA. (1) L’absence de
SSR H3 chez les amphibiens, reptiles
et oiseaux, suggere que I’événement
est arrivé apres I’émergence des pre-
miers mammiféres, aux alentours de
200 MA. (2) Le groupe By; étant
composé d’especes appartenant a
trois ordres différents de mammi-
feres (cétartiodactyles, primates et
rongeurs), cela indique que 1'événe-
ment a pris place avant la radiation
adaptative des mammiféres euthé-
riens, il y a 65 MA. (3) L’analyse des
ADN complémentaires de marsu-
piaux disponibles dans les banques
de données montre qu’aucune
séquence VH de Monodelphis domestica
et Trichosurus vulpecula n’est liée au
groupe B, ce qui laisse penser que
I’événement a eu lieu apres I’émer-
gence des mammiferes euthériens, il
y a environ 115 MA.

Les SSR de type H3
sont-elles plus efficaces
pour la recombinaison
VDJ ?

Chez 'Homme, la grande majorité
des segments VH fonctionnels sont
associés a des SSR H3 (26 sur un total
de 39 séquences, figure 2) alors que
les SSR H2 sont trés peu représentées
(seulement trois exemplaires). Par
ailleurs, il est frappant de constater
qu’a ce jour toutes les especes de
mammiferes pour lesquelles des SSR
ont été séquencées possedent le type
H3 (chameau, lapin, mouton, porc et
souris), alors que le type H2 n’a été
décrit que chez 'homme. De plus,
des analyses phylogénétiques incluant
les séquences d’ADN complémen-
taire ont révélé d’autres especes sus-
ceptibles de détenir des SSR H3
(cheval, chien, lama, opossums
d’Amérique du Sud et d’Australie,
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rat et vison). Ces mémes analyses lais-
sent toutefois penser que des SSR H2
pourraient étre découvertes dans le
génome du rat et de la souris.

Le succes évolutif des SSR H3
contraste fortement avec la rareté des
SSR H2 au sein des mammiferes. La
comparaison des SSR humaines
indique que cette représentation
limitée pourrait s’expliquer par I'aty-
pisme de I’heptameére et du nona-
meére des SSR H2. Alors que ’hepta-
mere CACAGTG caractérise la grande
majorité des SSR (toutes celles des
types HI et Hb, ainsi que 24 des
26 SSR du type H3), il est surprenant
de constater que I’heptameére du type
H2 correspond a CACAAAG ou CACA-
GAG (figure 2). Des tests fonctionnels
ont en effet montré que l'altération
de n’importe lequel des nucléotides
de I’heptamere CACAGTG entraine
une forte diminution dans les fré-
quences de recombinaison [9, 10].
Concernant le nonameére, le motif
AAA en position 5-7 apparait primor-
dial pour assurer la fonction de
recombinaison [9,10]. Ce motif est
conservé chez tous les SSR H1, H3 et
Hb5, et une fois encore le type H2
apparait exceptionnel, deux de ses
trois représentants ne possédant pas
ce motif (figure 2). Les variations de
I’heptamere et du nonamere obser-
vées dans les SSR H2 suggérent donc
une faible efficacité de ces séquences
pour la recombinaison VDJ. En
accord avec cette hypothese, I’analyse
des IgM exprimées dans les cellules B
humaines circulantes [11] a montré
qu’au sein du groupe B, les
séquences VH associées a des SSR H2
étaient sous-exprimées par rapport a
leur représentation dans le génome
(expression attendue 7,7 %, expres-
sion observée < 3%), alors que les
séquences VH liées a des SSR H3
étaient davantage exprimées (famille
VH4: attendue 15,4 %, observée 19-
23 %).

En conclusion, le remplacement
d’'une SSR H2 par une SSR H3 au
cours de I'évolution des mammiferes
a probablement été sélectionné posi-
tivement car les SSR H3 apparaissent
plus efficaces pour la recombinaison
VDJ. En faveur de cette hypotheése, il
faut aussi noter que toutes les
espéces caractérisées par un réper-
toire restreint de segments VH (cha-

meau, porgc, lapin et mouton) ne pré-
sentent que des SSR de type H3

(figure 3).

Comment s’est produit
I'éechange de SSR

au cours de I'évolution
des mammiferes ?

Deux modeles peuvent expliquer la
présence de deux types de SSR (H2
et H3) au sein du groupe B (figure 5).
Le premier mode¢le fait intervenir un
crossing-over inégal dans les cellules ger-
minales qui aurait entrainé une dupli-
cation en tandem sur le chromosome
sélectionné au cours de I’évolution
(figure 5, I). Ce modele suppose que la
recombinaison homologue puisse se
faire entre des séquences VH diver-
gentes, les groupes B et C étant sépa-
rés depuis plus de 350-400 MA [5].
Le second modele suppose que
I’échange de SSR s’est produit par un
mécanisme faisant intervenir une
reconnaissance des SSR par les pro-
téines RAG (figure 5, II). Ce modele
suppose donc que la recombinaison
de type VD] puisse exceptionnelle-
ment avoir lieu dans les cellules ger-
minales des mammiféres, comme
cela a été montré chez les requins
[12, 13]. Cependant, au lieu d’obte-
nir une recombinaison standard,
c’est-a-dire impliquant deux SSR de
tailles différentes (I’une avec un
espaceur de 23pb et I'autre avec un
espaceur de 12pb) et orientées en
sens inverse, le modéle proposé
(figure 5, II) prédit que la recombinai-
son a été réalisée entre deux SSR pré-
sentant une taille et une orientation
identique. Cette situation particu-
liere ayant déja été observée expéri-
mentalement [14], rien ne permet
d’exclure cette éventualité, d’autant
que le site apparent de recombinai-
son est localisé au niveau de la limite
entre la séquence VH et la SSR.
Indépendamment du mécanisme
impliqué, il est clair que la possibilité
de changement de SSR a été un élé-
ment important au cours de I’évolu-
tion du locus VH des mammiféres.
Par ce moyen, des segments de géne
présentant de meilleures propriétés
de liaison a I’antigéne pourraient en
effet acquérir un niveau de représen-
tation plus élevé dans le répertoire
du systtme immunitaire ®
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Modele I. Crossing-over inégal entre deux segments
VH des groupes B et C
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‘ Modele Il. Recombinaison impliquant des séquences
« signal de recombinaison »
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Figure 5. Deux modeles pour expliquer la présence de SSR H3 dans le
groupe B. Le premier fait intervenir un crossing-over inégal (modeéle I), le
second implique un événement de type recombinaison V(D)J (modeéle Il). Les
segments de gene VH sont représentés par des rectangles rouges pour ceux
du groupe B et verts pour ceux du groupe C. Les SSR sont symbolisées par
des triangles rouges pour celles du type H2, et verts pour celles du type H3.

Remerciements

Je remercie le Pr Jean Deutsch et les Drs

Rachel Golub et Michaél Manuel pour leurs
commentaires sur la premiére version du
manuscrit.

REFERENCES s—

1. Lewis SM. The mechanism of V(D)] joi-
ning: lessons from molecular, immunologi-
cal, and comparative analyses. Adv Immunol
1994; 56: 27-150.

2. Gellert M. Recent advances in understan-
ding V(D)] recombination. Adv Immunol
1997 ; 64: 39-64.

3. Matsuda F, Ishii K, Bourvagnet P, ¢t al. The
complete nucleotrde sequence of the human
immunoglobulin heavy chain variable region
locus. ngp Med 1998 ; 188: 2151-62.

4. Hassanin A, Golub R, Lewis SM, Wu GE.

Evolution of the recombination signal

sequences in the Ig heavy-chain variable
ion locus of mammals. Proc Natl Acad Sci
A 2000; 97: 11415-20.

5. Ota T, Nei M. Divergent evolution and
evolution by the birth-and-death process in
the immunoglobulin VH gene family. Mol
Biol Evol 1994; 11: 469-82.

6. Nei M, Gu X, Sitnikova T. Evolution by
the birth-and-death process in multigene

families of the vertebrate immune system.
Proc Natl Acad Sci USA 1997 ; 94: 7799-806.

7. Schroeder H\/g Hillson JL, Perlmutter
RM. Structure and evolution of mammalian
VH families. Int Immunol 1990; 2: 41-50.

8. Benton M]. Vertebrate Palaeontology.
Second Edition, Chapman & Hall, London,
1997: 452 p.

9. Hesse JE, Lieber MR, Mizuuchi K, Gellert
M. V(D)J recombination: a functional defi-

nition of the joining signals. Genes Dev 1989 ;
3:1053-61.

10. Akamatsu Y, Tsurushita N, Nagawa F, et
al. Essential residues in V(D) recombina-
tion signals. [ Immunol 1994 ; 153: 4520-9.

11. Rassenti LZ, Kohsaka H, Kipps TJ. Ana-
lysis of immunoglobulin VH gene reper-
toire by an anchored PCR-ELISA. Ann NY
Acad Sci 1995 ; 764 : 463-73.

12. Lee SS, Fitch D, Flajnik MF, Hsu E.
Rearrangement of 1mmun0globuhn genes
in s%lark germ cells. | Exp Med 2000; 191:
1637-48

13. Litman GW, Anderson MK, Rast JP. Evo-
lution of antigen bindin receptors Annu
Rev Immunol 1999 ; 17: 109-

14. Lewis SM, Hesse JE, Mizuuchi K, Gellert
M. Novel strand exchanges in V/( D)] recom-
bination. Cell 1988 ; 55: 1099-107.

15. Swofford DL. PAUP: Phylogenetic Ana-
lysis Usin%Parsimony, version 3.1.1, Illinois
Natural History Survey, Champaign IL,
1993.

16. Hassanin A, Lecointre G, Tillier S. The

« evolutionary signal » of homoplasy in pro-

tein-coding gene sequences and its conse-
uences for a priori weighting in phylogeny.
R Acad Sci 1111998 ; 321 : 611-20.

17. Hassanin A, Pasquet E, Vigne JD. Syste-
matic relatlonshlps within tlg1e subfamily
Caprinae (Artiodactyla, Bovidae) as deter-
mined from cytochrome b sequences. |
Mammal Evol 1998 ; 5: 217-36.

18. Felsenstein J. Confidence limits on phy-
logenies: an apgroach using the bootstrap.
Evolution 1985; 39: 783-91.

* CTLOSSATRE %
OO

Ig : immunoglobuline.

MA : million d’années.

pb: paire de bases.

RAG : recombination activating
gene.

SSR : séquences signal de recombinai-
son.

TcR: T cell receptor.

Alexandre Hassanin

Service de biosystématique, Université
Pierre-et-Marie-Curie (Paris 6), Bat. B,
7 étage, case 241, 9, quai St-Bernard,
75252 Paris Cedex 05, France.

E-mail: Alexandre. Hassanin@snv.jus-
siew. fr

TIRES A PART e—
A. Hassanin.

m/s n°11, vol. 17, novembre 2001



Summary

Evolution of the recombination
signal sequences

in the immunoglobulin heavy
chain variable region locus

The immunoglobulin (Ig) and T
cell receptor (TCR) loci of verte-
brates present an exceptionally
dynamic evolutionary history, but
the mechanisms responsible remain
unknown. Genes encoding the V, D,
and ] segments of antigen receptors
are somatically rearranged in deve-
loping lymphocytes by a specialised
DNA recombination mechanism cal-
led V(D)] recombination. This site-
specific recombination requires the
presence of short target sequences,
named «Recombination Signal
Sequences » (RSS), which are adja-
cent to the coding segments V, D and
J. Recently, V(D)] recombination has
been reported in the germline of
cartilaginous fishes. Assuming that
germline V(D)] rearrangements also
occurred during the mammal his-
tory, we expect to find that coding
segments and RSSs were not always
associated as a functional unit
during evolution. In other words,
the phylogenetic tree constructed
from coding segments could be dif-
ferent from the one produced with
the RSSs. This possibility is here
examined by studying the complete
human Ig heavy chain variable
region (VH) locus. In this locus,
four distinct types of RSS have been
defined, namely H1, H2, H3, and
H5. No other RSS type has been
detected in other mammalian spe-
cies. The phylogenetic analyses, per-
formed on one hand on the coding
VH segments and on the other hand
on the adjacent RSSs, revealed that
the type H2 RSS of one VH gene has
clearly become replaced by a type
H3 RSS during mammalian evolu-
tion. Two general models are pro-
posed to explain the RSS swap: the
first involves an unequal crossing-
over, the second implicates germ-
line activation of V(D)] recombina-
tion. The recombination event has
likely been selected during the evo-
lution of mammals because the type
H3 RSS seem to provide better VD]
recombination efficiency than the
type H2 RSS.
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