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Evolution de la diversité des anticorps
chez les vertébrés osseux

Thibaud Roman, Guillaume Lecointre, Jacques Charlemagne

La diversité des anticorps s’obtient chez les vertébrés
osseux par différents mécanismes. On peut distinguer
deux groupes d’especes selon la modalité de production
de diversité principalement mise en ceuvre. Le premier,
dans lequel la diversité est fondée essentiellement sur
une combinatoire de segments génétiques, comprend
Uhomme, la souris, les amphibiens et les poissons a
nageotres rayonnées. Dans le second groupe, celte
modalité n’est que peu ou pas utilisée, mais l'une des
modalités de diversité annexe de Uhomme et de la souris

ne fonction du systeme

immunitaire des vertébrés

est d’assurer la protection

de I'organisme contre de

multiples agressions exté-
rieures: molécules (venins, toxines),
virus, bactéries, parasites. Parallele-
ment a I'apparition rapide, chez les
bioagresseurs, de variants qui leur
permettent d’échapper a la destruc-
tion par le systtme immunitaire, ce
dernier a évolué vers une aptitude a
reconnaitre une large variété de
structures moléculaires grace a la
production d’une diversité équiva-
lente de récepteurs lymphocytaires. I
s’agit des anticorps, produits par les
lymphocytes B (les immunoglobu-
lines, Ig) et des récepteurs spéci-
fiques des lymphocytes T (TCR). La
capacité de chaque individu de pro-
duire un répertoire d’Ig/TCR poten-
tiellement complet face a un univers
antigénique en perpétuelle variation
est en contradiction apparente avec
le principe méme de la stabilité du
génome. Toutefois, chez les gnatho-
stomes (les vertébrés a machoire), les
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locus génétiques portant les genes
des Ig et des TCR ont une structure
trés particuliére: ils ne constituent
pas des unités de transcription direc-
tement fonctionnelles et subissent,
exclusivement dans les cellules lym-
phoides, des remaniements structu-
raux appelés réarrangements. Alors
que les modalités d’expression des
génes codant pour les TCR sont
conservées chez tous les gnatho-
stomes [1], celles des genes codant
pour les Ig sont tres différentes d’une
espece a I'autre, a tel point qu’aucun
scénario évolutif proposé a ce jour ne
peut prendre en compte toutes ces
différences.

En nous référant principalement aux
données concernant la structure et
I’expression des geénes codant pour
les régions variables des chaines
lourdes (régions VH) des Ig chez dif-
férentes especes d’ostéichthyens (ver-
tébrés osseux), nous allons tenter de
présenter un schéma évolutif cohé-
rent qui rende compte de ces don-
nées en faisant le minimum d’hypo-
theses évolutives.

est prépondérante. Or ce groupe ne comprend que des
animaux de boucherie. La phylogénie des vertébrés ne
permettant pas de distinguer un tel groupe, nous avons
été conduits a supposer que, chez ces animaux de
boucherie, le systeme de diversité évoluait de fagon
indépendante. Nous avons fait Uhypothése de travail
selon laquelle cette situation est due a une sélection qui
serait accompagnée d’une perte drastique de genes VH
et d’une déficience de diversité, secondairement
compensée d’une maniere ou d’une autre.

Nous utiliserons trois concepts hié-
rarchisés pour analyser les différents
modes de production de diversité. Le
«mécanisme » désignera une suite
cohérente d’activités enzymatiques
survenant au méme moment. La
«modalité » sera un ensemble plus
ou moins complexe de mécanismes
exploitant les particularités géné-
tiques du locus pour produire de la
diversité. Le «systéeme» rassemblera
I’ensemble de toutes les modalités
utilisées pour produire la totalité de
la diversité finale chez un animal.

Un domaine VH est codé par trois
segments génétiques, VH, D (D, pour
diversity) et JH (J, pour joining). Le
nombre de chacun de ces segments
est variable dans le génome (voir plus
loin). De 5’ en 3’ du locus Igh, on
trouve dans I'ordre I’ensemble des
segments VH, puis D, JH et les génes
codant pour les différents domaines
formant les régions CH (figure 1).

Un réarrangement consiste a joindre
bout a bout un segment VH, un seg-
ment D et un segment JH, chacun
pris au hasard. Cela conduit a I’élimi-
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Figure 1. Diversité de jonction. A. Représentation schématique du réar-

rangement du locus Igh des lymphocyt
nelle schématique d’'une région variab
line.

nation de la totalit¢é de 'ADN qui
séparait ces segments, y compris les
segments VH, D et JH qu’il contient.
L’ensemble VH-D-JH associé aux
genes codant pour les différents iso-
types CH se comporte alors comme

une unité de transcription classique.

Les recombinases RAG1 et RAG2
sont nécessaires et suffisantes pour
catalyser les réarrangements. Plu-
sieurs mécanismes introduisent des
modifications de séquence au
moment des jonctions entre les seg-
ments VH, D et JH. La P-diversité (P
pour palindromique) introduit de
petites séquences palindromiques
aux extrémités libres des brins
d’ADN. Ces extrémités peuvent
ensuite subir des délétions d’un
nombre variable de nucléotides.
Enfin, la désoxynucléotidyl-transfé-
rase terminale peut ajouter a ces
extrémités, indépendamment de la
matrice d’ADN, un nombre variable

s de nucléotides (N-diversité, N pour
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es B. B. Représentation tridimension-
le de chafne lourde d'immunoglobu-

I'un des 4 nucléotides, A, C, G ou T).
La nature aléatoire de ces méca-
nismes produit une modalité de
diversité, la diversité de jonction, qui
joue un role important dans la diver-
sité structurale de la région hyperva-
riable CDR3 du domaine VH, dont le
role est prépondérant dans la recon-
naissance des antigénes (figure 1).

Plusieurs modalités supplémentaires
peuvent intervenir postérieurement
aux réarrangements: des réarrange-
ments secondaires, des conversions
géniques et des hypermutations
somatiques. Ainsi, le segment VH
d’'un ensemble VH-D-JH déja réar-
rangé peut étre remplacé par un
autre VH issu du réservoir géno-
mique [2]. La conversion génique
peut conduire au remplacement
d’'un segment d’ADN d’'un VH réar-
rangé par un segment de taille équi-
valente issu le plus souvent d’un
pseudogene VH (WVH) situé en
amont [3]. Enfin, des mutations a

haute fréquence (hypermutations)
peuvent affecter PADN lymphocy-
taire codant pour une région VH
réarrangée.

Dans les territoires hématopoiétiques
primaires de toutes les especes de
vertébrés se différencient des popula-
tions clonales de lymphocytes B dont
les génes codant pour les récepteurs
Ig sont réarrangés. La différenciation
des lymphocytes B et la mise en place
du répertoire des Ig different ensuite
trés largement d’un groupe de verté-
bré a l'autre.

Les actinoptérygiens,

les amphibiens

et certains mammiferes
disposent d'un important
répertoire germinal
d’éléements V, D et J

Parmi les especes de vertébrés osseux
dont le répertoire des Ig a été étudié,
I’homme, la souris, le xénope, I’axo-
lotl, le poisson-chat et deux salmoni-
dés, la truite et ’omble chevalier, dis-
posent d’un réservoir conséquent de
genes VH. Ceux-ci peuvent étre clas-
sés en familles (6 a 15 selon les
especes) d’apres le pourcentage de
similitude de leurs séquences nucléo-
tidiques comparées deux a deux [4].
Le nombre des segments VH géno-
miques fonctionnels est estimé a
environ b0 chez ’homme [5]. Il est
probablement peu différent chez les
autres especes. Chaque famille VH se
compose de un a plusieurs dizaines
de membres. Chez toutes les especes
étudiées, on trouve toujours un
nombre important de WVH (jusqu’a
40 %). Dans ce méme groupe
d’especes, on a pu détecter de
10 (truite) a 30 (homme) segments D
et de 5 a 9 segments JH fonctionnels.
La diversité des segments génétiques
étant grande, les réarrangements per-
mettent ’expression d’une tres
grande diversité de génes fonction-
nels (la diversité combinatoire) grace
a un mécanisme de combinaisons
aléatoires [6]. Cette diversité est consi-
dérablement amplifiée par la diversité
de jonction. Chez les actinoptérygiens
et les amphibiens, il semble bien que
I'essentiel de la diversité des anticorps
soit fourni par la conjonction de ces
deux modalités de diversité, directe-
ment liées aux réarrangements.
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Des mutations somatiques peuvent
intervenir, a la suite d’une stimula-
tion par l'antigene, dans la région
VH des chaines H réarrangées du
xénope, mais, contrairement aux
mammiferes, elles ne semblent pas
jouer un réle important dans la
maturation de la réponse humorale,
peut-étre parce qu’il n’y a pas de
centres germinatifs chez les amphi-
biens [7]. Une étape supplémentaire
se déroule en effet dans les centres
germinatifs des organes lymphoides
secondaires des mammiféres ou, a la
suite d’'une rapide série de divisions,
des mutations somatiques ponc-
tuelles (hypermutations) s’accumu-
lent rapidement dans les régions V
des geénes d’Ig réarrangés. Les lym-
phocytes B qui expriment ces nou-
veaux récepteurs sont ensuite sélec-
tionnés dans les centres germinatifs
face a I'antigéne qui a suscité leur
premiere stimulation, ce qui conduit
a I’émergence de clones ayant une
meilleure affinité pour l'antigéne
(maturation des anticorps). Les sou-
ris dont le géne de la lymphotoxine a
été invalidé ne développent pas de
centres germinatifs, leur réponse
immunitaire est alors proche de celle
d’un xénope.

Certaines espéces
disposent d'un répertoire
limité de segments V, D
etJ

Le poulet

Le locus Igh du poulet contient un
seul segment VH fonctionnel (VHI)
situé en amont de 16 segments D
(dont 15 sont presque identiques
entre eux) et d’'un seul segment JH.
En 5° de VHI se trouvent 80 a
100 génes WVH, aucun n’étant
capable de se réarranger, et qui com-
portent a leur extrémité 3’ une
séquence tres semblable a celle d’un
segment D et du début du JH. VHI
et les genes WVH appartiennent a la
méme famille et ressemblent a la
famille VH3 humaine [8].

Pendant la vie embryonnaire, un
faible nombre de précurseurs B (2-3
X 10% cellules) colonisent la bourse
de Fabricius, un organe lymphoide
particulier aux oiseaux. La majorité
d’entre eux ont déja subi un réarran-
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gement. Comme la désoxynucléoti-
dyl-transférase terminale ne
s’exprime pas chez I'embryon [9],
ces réarrangements ne présentent
pas de N-diversité. En revanche, la P-
diversité est courante et la présence
de 2, parfois 3, segments D a la suite
dans un méme réarrangement
conduit a une importante diversité
de taille et de structure de la région
de jonction.

Ces précurseurs B expriment des Ig
de surface et se multiplient rapide-
ment dans la bourse ou les
ensembles VHI1-D-JH réarrangés
subissent de nombreuses conversions
géniques a partir du pool de genes
WYVH utilisés comme donneurs. Ces
conversions concernent 10 a
120 paires de bases, parfois plus de
200, et peuvent s’étendre jusqu’au
début du segment JH. Plusieurs
conversions peuvent se succéder,
elles sont favorisées par les simili-
tudes de séquence entre les WYVH
donneurs et le géne VHI accepteur
et sont souvent accompagnées de
mutations ponctuelles de part et
d’autre des remplacements [10].

Le lapin

Le locus Igh du lapin contient une
centaine de genes VH (comprenant
de nombreux WVH) qui appartien-
nent tous a la méme famille, proche
de la famille VH3 humaine [11]. 1l
existe 11 segments D et 5 des 6 JH
génomiques sont fonctionnels. En
pratique, un seul segment VH, 4 seg-
ments D et un seul segment JH sont
impliqués dans 80 %-90 % des réar-
rangements, qui se produisent princi-
palement avant la naissance, dans les
progéniteurs B des organes lym-
phoides primaires (moelle osseuse,
foie feetal, epiploon). Le reste des
réarrangements n’utilise que les
geénes VH situés le plus en 3’ du locus
Igh. La diversité du répertoire pri-
maire, due a la combinatoire des
réarrangements, est donc tres limitée
pour CDRI1 et CDR2, tandis que la
diversité de jonction (méme avant la
naissance) permet une bonne diver-
sité des boucles CDR3. Apres la nais-
sance, et pendant une période
d’environ 3 mois, les précurseurs B
migrent dans ’appendice, prolife-
rent, et de nombreux événements de

conversion génique interviennent
dans le locus Igh, qui font varier la
structure du segment VH réarrangé a
partir de génes VH et WVH donneurs
situés en 5. Ces conversions sont
accompagnées par des mutations
somatiques indépendantes de la
matrice ADN (délétions et insertions
de codons de novo) qui concernent
principalement la région CDR3.
Cette modalité par conversion
génique se distingue quelque peu de
celle du poulet. Tout d’abord, ce
dernier ne possede que des YVH en
amont de son seul VH fonctionnel.
Ensuite, il n’a jamais été observé de
séquences de type D ou JH fusion-
nées en 3’ des segments VH du lapin.
Enfin, le lapin conserve malgré tout
une possibilité de diversité combina-
toire, bien que limitée, qui est
absente chez le poulet.

Le mouton et le beeuf

Il existe chez le mouton une ving-
taine d’éléments génomiques VH qui
appartiennent tous a la méme
famille, semblable a la famille VH4
de 'homme. D’autres génes VH
appartenant a des familles différentes
seraient présents, mais jamais expri-
més. 11 existe plusieurs segments D et
6 segments JH, alors que seulement
2 segments JH sont utilisés, dont JHI
dans la majorité des réarrangements
[10]. Une situation semblable existe
chez le beeuf [12, 13].

Chez le mouton et le beeuf, les pré-
curseurs lymphoides B réarrangent
leurs génes d’Ig dans les organes lym-
phoides primaires. A la fin de la vie
foctale, ils colonisent les plaques de
Peyer de l'iléon et proliférent rapide-
ment pendant une période qui se
poursuit plusieurs mois apres la nais-
sance. Pendant cette phase de proli-
fération, le répertoire lymphocytaire
B primaire est considérablement
diversifié par I'accumulation de nom-
breuses hypermutations somatiques
des genes V réarrangés. Ces hyper-
mutations, contrairement a celles qui
se produisent chez ’homme ou chez
la souris dans les centres germinatifs,
sont indépendantes d’une stimula-
tion antigénique [13, 14]. Apres une
phase de sélection, les lymphocytes B
fonctionnels survivants possedent des
régions CDRI et CDR2 largement
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diversifiées, ce qui compense de
maniere efficace la pauvreté initiale
du répertoire génomique des seg-
ments VH. Ils migrent ensuite vers la
périphérie. Cette phase active de pro-
lifération/hypermutation/sélection
cesse quelques mois aprées la nais-
sance, suite a I'involution des plaques
de Peyer de l'iléon qui se comportent
ainsi comme un organe lymphoide
primaire (équivalent de la bourse de
Fabricius des oiseaux).

Le porc

Il n’existerait qu’une seule famille
VH comprenant environ 20 élé-
ments, proche de la famille VH3
humaine. Environ 10 segments D,
mais un seul segment JH seraient uti-
lisés [15]. La diversité des chaines
VH serait produite par des conver-
sions géniques entre les éléments
VH, et par hypermutation. La conver-
sion génique et la N-diversité sont
observées chez le nouveau-né et
I’adulte, ’hypermutation est particu-
lierement intense chez I’adulte.

Evolution des modalités
de production
de la diversité

Seule la diversité de jonction met en
ceuvre des mécanismes originaux.
L’activité transposase de RAGI et
RAG2, récemment démontrée [16],
est, sur le plan biochimique, tres
proche de celle des transposons bac-
tériens. Bien que les mécanismes qui
permettent les hypermutations soma-
tiques ne soient pas élucidés, ils
pourraient étre liés a la transcription
et dérivés des mécanismes habituels
de la réparation de I’ADN [17]. Les
conversions géniques sont des phé-
nomenes universels de recombinai-
son de ’ADN [18].
Si le nombre et la diversité structu-
rale des segments génétiques VH, D
et JH peuvent changer considérable-
ment d’une espece a l’autre, leur
organisation en tandem semble com-
mune a ’ensemble des ostéich-
thyens. Ils réarrangent tous leurs
geénes d’Ig grace aux mémes
enzymes, RAGI et RAG2. Si les muta-
tions somatiques qui modifient les
régions VH ne sont efficaces que
msssssm chez les amniotes, elles surviennent
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également chez le xénope [19], et
affectent aussi les régions variables
des récepteurs NAR (new antigen recep-
tor) des requins (chondrichthyens)
[20]. Cette modalité de diversifica-
tion du répertoire existait donc tres
probablement chez 'ancétre des
amniotes, et peut-étre déja chez
Iancétre des gnathostomes (figure 2).
La modalité exploitant les conver-
sions géniques n’a été pour le
moment démontrée que chez des
amniotes. Sa mise en évidence néces-
site en effet une somme d’informa-
tions sur la structure des locus Ig qui
n’est pas encore disponible chez les
autres especes. L’ancétre des
amniotes devait donc également pos-
séder cette modalité.

La grande diversité qualitative et
quantitative des répertoires VH géno-
miques des actinoptérygiens, des
amphibiens et de certains mammi-
feres (homme, souris) permet aux
réarrangements et a la diversité de
jonction qui leur est associée de
jouer un rodle prépondérant dans la
diversification somatique du réper-
toire des Ig chez ces especes. Le fait
que cette modalité mette en jeu de

nombreux génes et qu’elle soit trés
semblable dans ces trois groupes sug-
gere fortement qu’elle ne soit appa-
rue qu’'une seule fois au cours de
I’évolution, et qu’elle existait déja
comme principale stratégie de diver-
sification des anticorps chez leur
ancétre ostéichthyen [21].

Toutes les especes produisant I’essen-
tiel de leur diversité a partir d’'une
modalité alternative disposent d’un
nombre restreint de segments VH
génomiques: un seul segment VH
fonctionnel chez le poulet ou
quelques segments VH appartenant
toujours a une méme famille chez les
autres especes. Cette faible potentia-
lité génétique ne diminue que l'effi-
cacité de la diversité combinatoire.
La diversité de jonction et ’hypermu-
tation sont indépendantes de la
diversité des segments VH. Quant a
la conversion génique, elle est favori-
sée par des similitudes de séquence
et défavorisée par des divergences
importantes.

Ces systemes de diversité décrits chez
le poulet, le lapin, le mouton, le
beeuf et le porc peuvent étre vus
comme des régressions de la moda-
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Figure 2. Phylogénie des espéces dont le systeme de production de
diversité des anticorps est connu. Chiffres entre parenthéses: années de
domestication (d'apres [31]). Chiffres suivis d’astérisque: millions d’années
de divergence. * (d’apres [32]); ** (d'aprés [33]).
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lité principale ancestrale compensée
par la surexploitation d’autres
sources de diversité (conversion
génique ou hypermutation soma-
tique), existant déja de facon margi-
nale chez 'ancétre ostéichthyen ou
développées a partir de mécanismes
universels. Ces systéemes alternatifs
seraient donc apparus de maniere
indépendante chez des vertébrés qui
disposaient d’un systéme ancestral
de diversification pourtant perfor-
mant. Cela concerne toujours des
espcéces qui sont domestiquées
depuis quelques milliers d’années.
Elles ont subi, sur un grand nombre
de générations, une sélection artifi-
cielle inévitable, portant sur un
ensemble de particularités phénoty-
piques: croissance, fécondité, quali-
tés boucheéres, résistance aux mala-

dies, qui représentent une
association complexe d’interactions
physiologiques.

Le scénario le plus simple consiste a
supposer que, pour une raison incon-
nue, cette sélection entraine la délé-
tion d’une majorité des genes VH.
Dans ces conditions, I’hypermutation
deviendrait la seule modalité efficace
de diversification. Des souris transgé-
niques pour un géne codant pour la
chaine légere d'un anticorps spéci-
fique peuvent modifier, par hyper-
mutation, la séquence du transgene
et la spécificité de I’anticorps produit
[22]. Secondairement surviendraient
des duplications rapides du (ou des)
geéne(s) VH persistant(s), puis une
restructuration et une réorganisation
des différents mécanismes fonda-
mentaux produisant la diversité des
anticorps, valorisant une modalité
utilisée de maniére marginale chez
I’'ancétre sauvage de chacune de ces
especes. Ce n’est pas toujours la
méme famille VH qui persiste. Cette
différence pourrait résulter de I’orga-
nisation initiale de la région VH des
locus Igh chez les espéces sauvages
d’origine.

Les systemes du porc, du lapin et du
poulet chez lesquels seul VHS3
s’exprime sont différents entre eux et
différents du systeme utilisé par des
ruminants qui n’exploite que VH4.
La perte des nombreux VH ances-
traux est donc survenue indépen-
damment dans ces différentes lignées
(figure 2).
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Ce scénario suppose que les systemes
du beeuf et du mouton, bien que tres
semblables, résultent d’évolutions
indépendantes. Leurs ressemblances
ne seraient pas héritées d’un systéme
ancestral commun, mais d’une
convergence fortuite. Cependant,
deux remarques rendent une telle
convergence plausible. D’une part,
les modalités alternatives de diversité
disponibles sont peu nombreuses et
il existe peu de facons différentes de
les combiner pour former un systéme
de diversification efficace, donc la
probabilité d’obtenir par hasard
deux systemes identiques n’est pas
négligeable. D’autre part, ces deux
especes ont une écologie et une phy-
siologie proche et elles ont pu réagir
aux mémes contraintes de facon sem-
blable.

L’age de ces cinq domestications
étant trés court comparativement au
temps de divergence des especes sau-
vages d’origine (300-8 500 ans contre
70-350 millions d’années), ’hypo-
these d’une sélection artificielle insis-
tante est indispensable pour envisa-
ger en un temps aussi bref la
succession d’événements impro-
bables. Cette sélection intuitive,
empirique, certainement tres
confuse, était propice aux artéfacts et
a conduit a la perte d’une partie du
systeme de diversification ancestral
puis a la restauration d’un systeme
efficace original. La simple domesti-
cation ne serait pas suffisante.

Nous avons remarqué a propos de ces
cinq especes que les séquences intro-
niques qui encadrent les segments
VH sont remarquablement conser-
vées, méme entre des pseudogenes et
des genes fonctionnels [13, 23-30].
Cette observation plaide en faveur
d’une origine des différents genes ou
pseudogeénes VH trés récente par rap-
port au temps de divergence de cha-
cune de ces especes.

Cette hypothése présente I'avantage
d’expliquer simplement une situa-
tion complexe, difficilement conce-
vable sur les bases d’une évolution
naturelle des divers mécanismes per-
mettant la diversité des anticorps.
Elle peut étre testée en analysant de
facon non biaisée 1’organisation et
I'expression des locus Igh des especes
sauvages les plus proches des espeéces
domestiquées ®
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Summary

Evolution of antibody diversity
in bony vertebrates

This paper is a rapid description of
the different systems which, in
osteichthyan vertebrates, led to
antibody diversity. Two major
groups can therefore be distingui-
shed. In the first one, diversity is
mainly obtained by the combinato-
rial recombination of a large num-
ber of the genomic DNA segments
that encode the V, (D) and ]
regions of variable domains of
immunoglobulin (Ig) chains. This
group includes man, mouse,
amphibians and actinopterygians.
In the second group, combinato-
rial diversity cannot operates effi-
ciently, due to the loss of the majo-
rity of the genomic V segments.
Diversity is thus obtained by alter-
native strategies, like gene conver-
sion or somatic hypermutation
that, to a lesser extend, also ope-
rate in the first group. This second
group includes chicken, rabbit,
sheep, ox and pig. These two
groups obviously have nothing to
do with phylogeny. The phylogene-
tic disparity of the second group
suggests that their immunity sys-
tems evolved independently in
each domesticated species. As a
working hypothesis, we propose
that the situation of the second
group could be a side effect of arti-
ficial selection. All these species
are domesticated farm animals
which have been selected to
improve some phenotypic charac-
ters. A possible effect of this selec-
tion would be a drastic loss of V
genes. This loss of combinatorial
diversity was then compensated by
alternative strategies of antibody
diversification. This hypothesis
may help to elucidate a complex
situation and could easily be tested
by analyzing the Ig repertoires in
the wild and comparing them to
the ones found in species of the
second group.
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