l_Il/S SYNTHESE

médecine/sciences 1994 ; 10 : 995-1005

Francois Sigaux

ADRESSE assse—

F. Sigaux : professeur d’hématologie, directeur
du laboratoire d’hématologie moléculaire. Institut
d’hématologie, hapital Saint-Louis, 1,
avenue Claude-Vellefaux, 75475 Paris
Cedex 10, France.

m/s n° 10, vol. 10, octobre 94

Physiologie et pathologie
de la recombinaison V(D)J

La recombinaison des segments V(D)] des genes d’immu-
noglobuline et des récepteurs TCR est une étape essentiel-
le de la différenciation des cellules B et T au cours de
laquelle est engendrée la diversité des spécificités pour les
antigenes. Des séquences cibles particulieres et des sys-
témes enzymatiques spécifiques sont requis pour les
recombinaisons qui mettent aussi en jeu les systemes géné-
raux d’excision/réparation de ’ADN. La spécificité du
réarrangement dans les cellules B et T est liée a I’activa-
tion transcriptionnelle préalable des domaines devant
subir la recombinaison. Les anomalies de la recombinai-
son, chez ’homme, sont responsables de déficits immuni-
taires séveres. La plasticit¢ du génome nécessaire a la
génération de la diversité des récepteurs de I’antigene
expose a des accidents chromosomiques qui peuvent tou-
cher des genes critiques et participer a la transformation
tumorale. La caractérisation des clones lymphocytaires
grace a I'amplification par PCR des séquences jonction-
nelles a constitué une percée décisive, tant dans ’étude de
la maladie résiduelle apres traitement de syndromes lym-
phoprolifératifs que pour I'étude du répertoire lymphocy-
taire dans diverses maladies infectieuses ou auto-immunes.

a recombinaison V(D)] est
I'un des événements fonda-

cellules B. Deux types de récepteurs
de I'antigéne des cellules T (TCR)

mentaux et spécifiques de

la différenciation lymphoi-

de. Elle permet la diversifi-
cation des récepteurs des antigénes
et donc la reconnaissance spécifique
des antigénes par les cellules lym-
phoides. Ces recombinaisons impli-
quent les segments V, ] et, dans cer-
tains cas, D qui codent pour la
partie amino-terminale des chaines
des récepteurs de I’antigene. Les
immunoglobulines de surface sont
les récepteurs pour l'antigene des

ont été décrits, TCRaf et TCRy®.
Une cellule T n’exprime en reégle
qu’un seul type de TCR. La recombi-
naison V(D)] est somatique. Elle sur-
vient sans que soit nécessaire une
exposition aux antigenes pendant les
étapes les plus précoces de la diffé-
renciation lymphoide. Des anomalies
de cette recombinaison surviennent
dans certaines maladies génétiques
et dans certaines tumeurs hémato-
poiétiques. La connaissance de la
physiologie de la recombinaison
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V(D)]J a permis de mettre au point
des outils moléculaires importants
pour le diagnostic des hémopathies
lymphoides et pour la surveillance
des malades traités par chimiothéra-
pie ou greffe de moelle.

Meécanisme de la
recombinaison V(D)J

L’architecture particuliére des génes
Ig et TCR permet la recombinaison
V(D)] (pour une revue (1, 2]). Les
différents loci, IgH, Igx et IgA pour
les Ig et TCRA, TCRB, TCRG et
TCRD pour les genes TCR, compor-
tent, a I’état non réarrangé, de mul-
tiples segments V, ] et D (pour les
genes IgH, TCRB et TCRS). Lors des
réarrangements, les régions codantes
pour un segment V, un segment |J et,
éventuellement, un segment D se
juxtaposent. Lorsque les cadres de
lecture de ces segments sont conser-
vés par la recombinaison, la trans-
cription de I'unité V(D)] néoformée
code pour la partie amino-terminale
d’une chaine fonctionnelle. Les mul-
tiples combinaisons V] sont a I’origi-
ne d’une partie de la diversité des
récepteurs de l'antigéne (diversité
combinatoire). Cette diversité com-
binatoire reste cependant limitée
pour les génes TCRy et TCRé. A la
jonction V(D)] surviennent, en
outre, des délétions et additions
aléatoires de nucléotides qui peu-
vent augmenter de facon considé-
rable la diversité des récepteurs de
I'antigéne (diversité jonctionnelle).
La jonction V(D)] est importante,
notamment pour les chaines de
TCR, puisqu’elle interagit de facon
préférentielle avec les antigénes
dans le modele classique de présen-
tation (peptide + produits des génes
du complexe majeur d’histocompati-
bilit¢ (CMH) pour les cellules af).
Le réarrangement des différents seg-
ments des génes Iget TCR est ordon-
né de facon assez stricte au cours de
I'ontogénie et de la différenciation
précoce des cellules lymphoides.
Pour les génes comportant des seg-
ments D, les réarrangements D] pré-
cedent les réarrangements V(D)]
(sauf peut-étre pour les génes TCRS
ou des réarrangements précoces V-D
ont été observés). Dans la lignée T,
les réarrangements des génes 7TCRJ,
TCRy et les réarrangements incom-

plets DB-JB sont trés précoces. Le
réarrangement complet VB(D)]JP
précede les réarrangements Va-jo. A
I’échelon cellulaire, I’expression
d’'un récepteur membranaire pré-T
comportant une chaine VB(D)]JB-CB
compléte et d’un partenaire — dési-
gné a titre provisoire par l'appella-
tion gp33 - précede I'expression
d’un récepteur complet TCRB-TCRa
chez la souris. De la méme facon, le
réarrangement des différents genes
d’lg est réglé au cours de I'ontogé-
nie et de la différenciation. Le réar-
rangement des chaines lourdes pré-
céde celui des chaines légeres. Le
réarrangement de la chaine Igk pré-
céde celui de la chaine IgA et un
mécanisme de régulation complexe
permet d’éviter la coexpression de
deux types différents de chaine lége-
re d’Ig. Comme pour les cellules T,
I'expression d’une Ig fonctionnelle
est précédée par I'expression d’un
récepteur immature.

Les mécanismes biochimiques et les
étapes de la recombinaison V(D)]
sont identiques dans la lignée B et la
lignée T. La majorité des données a
été obtenue en utilisant des substrats
synthétiques de recombinaison trans-
fectés dans des cellules capables de
recombinaison et en analysant les
produits obtenus. Globalement,
cette recombinaison nécessite la
reconnaissance de séquences spéci-
fiques qui ciblent le réarrangement
(RSS), le rapprochement de ces
séquences, la coupure double-brin
de ’ADN a la jonction entre la par-
tie codante des segments et les RSS,
puis la ligation correcte, des seg-
ments codants d’une part, des RSS
d’autre part.

Quatre voies expérimentales diffé-
rentes ont permis de caractériser
certains des éléments impliqués dans
la recombinaison V(D)].

Empreinte moléculaire de la recom-
binaison V(D)]

La comparaison des séquences des
segments réarrangés avec leurs
contreparties germinales a été facili-
tée par l'utilisation des techniques
de PCR. Cette étude a montré que,
quel que soit le segment, la recombi-
naison V(D)] se fait toujours au voi-
sinage de séquences nucléotidiques
de recombinaison (RSS) constituées
d’un heptamere séparé d’un nona-
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Figure 1. Représentation schématique de la recombinaison V(D)J. D’aprés
[1 et 33]. A : réarrangement par excision de boucle. Le segment V1 réarran-
ge sur le segment J2. Les jonctions codantes et les jonctions de RSS sont
montrées. Le sens de la transcription est indiqué. B : réarrangement par
inversion. Le schéma tente d’inclure les propositions de Lieber [33] concer-
nant les modifications des jonctions codantes. La présence de protéines au
sein du complexe de recombinaison (en gris) est hypothétique.
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meére par 12 ou 23 nucléotides. l.a
séquence de I'heptameére est trés
conservée d'un segment a un autre
(consensus CACAGTG). La séquen-
ce du nonameére est moins conservée
mais est riche en A et T. Ces
séquences flanquent les segments V,
D et | dans leur configuration germi-
nale (non réarrangée).

La recombinaison aboutit, lors-
qu’elle est compleéte, a deux jonc-
tions, I'une dite « codante », qui
réunit les séquences codantes des
segments, et I'autre dite «jonction
des signaux », qui réunit les RSS
(figure 1). La création de ces deux
jonctions semble correspondre a des
événements moléculaires indépen-
dants. La conséquence de la recom-
binaison V(D) ] sur la structure chro-
mosomique dépend de I'orientation
des segments impliqués dans la
recombinaison. L.orsque les RSS sont
en orientation identique (c’est-a-dire
heptameére-espaceur-nonamere, hep-
tamere-espaceur-nonamere), ce qui
survient lorsque les segments de
geénes sont en orientation transcrip-
tionnelle opposée, le produit de la
réaction est une inversion, et les
deux jonctions sont retrouvées dans
le génome sans perte de matériel.
Lorsque les RSS sont en orientation
opposée — cas le plus fréquent —,
I’ensemble de 'ADN contenu entre
les RSS (elles comprises) est inclus
dans une boucle d'ADN. Ces pro-
duits circulaires ont été identifiés de
facon indiscutable pour les
genes TCR dans les thymocytes.
D’autres produits plus rares sont
possibles et ont été essentiellement
décrits au niveau de substrats de
recombinaison. Un de ces produits
correspond a la coupure et a la liga-
tion de I’ADN sans recombinaison
[3]. Les moditications enzymatiques
des deux jonctions et notamment
leur ligation se font indépendam-
ment (4, 5]. Des extrémités libres
sont engendrées par ce mécanisme
[5]. Cette constatation est importan-
te pour comprendre les anomalies
chromosomiques dues a la recombi-
nase V(D) ]J.

Les recombinaisons DJ, V(D)] et V]
peuvent étre modifiées par des réar-
rangements secondaires. Ceux-ci
incluent les réarrangements V sur
DJ, V sur V] ou V(D)]J (utilisant,
comme RSS, un heptameére interne
localisé dans la partie distale de la ——
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région codante du segment V déja
réarrangé) et les réarrangements uti-
lisant des segments localisés de part
et d’autre de la recombinaison pré-
existante, aboutissant a sa délétion
au sein de la boucle d’excision.

La construction de substrats de
recombinaison transfectables dans
des lignées lymphoides immatures a
permis de montrer que les RSS sont
suffisantes pour cibler le réarrange-
ment. Le principe d’action de ces
substrats est de rendre I'expression
d’'un geéne de sélection dépendante
d’une recombinaison. Le role res-
pectif des différents éléments des
RSS a été précisé [6]. Les hepta-
meres et, en leur sein, certains
nucléotides sont indispensables a la
recombinaison. Les réarrangements
sont possibles mais rares en I’absen-
ce de nonameére. Les recombinai-
sons ne se font avec une fréquence
appréciable qu’entre deux sites dont
les séquences de recombinaison pos-
seédent des espaceurs de taille diffé-
rente (12 ou 23 nucléotides). Ces
études ont également montré que la
taille des espaceurs est critique pour
la recombinaison, a un nucléotide
prés. En revanche, la séquence des
espaceurs n’intervient pas dans I’effi-
cacité de la recombinaison, y com-
pris lorsque le contenu en bases GC
est trés fortement altéré [7]. Cette
constatation plaide contre 1'hypothe-
se d’une association des séquences
homologues des RSS (cette hypothe-
se est a la base du modele classique
de recombinaison V(D)] dans lequel
les séquences palindromiques des
heptameres s’associent, d’'une RSS a
une autre, apres fusion de 'ADN
double-brin. Dans ce modeéele, la
composition en bases G et C des
espaceurs devrait modifier les condi-
tions de fusion de ’'ADN au voisina-
ge des RSS et influer sur I'efficacité
de la recombinaison). Des études
utilisant ces substrats ont montré
que plus de 99 % des recombinai-
sons nécessitent une interaction
entre deux RSS. Cette nécessité limi-
te le risque de coupures isolées a la
jonction d’un heptameére de recom-
binaison.

Le séquencage d’'un nombre impor-
tant de recombinaisons des génes
endogenes et des substrats de
recombinaison a montré que les
jonctions des RSS sont en général
franches, ou comportent tout au
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plus I'addition de rares nucléotides
non codés par des séquences germi-
nales (séquences N). Les jonctions
codantes sont fréquemment modi-
fiées, incluant des délétions et des
additions de séquences N ou de
courtes séquences palindromiques
dites « P », ces derniéres n’étant
observées qu’'en I'absence de délé-
tion des séquences codantes. L’addi-
tion de séquence N est, au moins en
partie, le reflet de I'activité de I'enzy-
me TdT (terminal deoxynucleotidyl
transferase) exprimée dans les cellules
lymphoides immatures, notamment
chez T'adulte. Le réle important de
la TdT, suggéré par des expériences
de transfection, a été confirmé par
la création de souris chez lesquelles
'activité de cette enzyme a été sup-
primée par recombinaison homo-
logue (m/s n°11, vol. 9, p. 1272) [8,
9] (figure 2).

Bien que la recombinaison dépende
essentiellement des séquences RSS,
la séquence nucléotidique des seg-
ments codants adjacents peut inter-
venir dans I'efficacité de la recombi-
naison [10] et pour favoriser la
création de jonctions préférentielles,
notamment lorsque I'activité TdT est
faible [11]. Comme 'ont montré des
modeles transgéniques excluant
I'influence d'une sélection par inter-
action avec le(s) ligand(s) des TCR,
I'existence d’homologies entre les
séquences codantes adjacentes aux
RSS est probablement a I'origine des
réarrangements dits « canoniques »,
peu diversifiés, retrouvés dans le
locus TCRY chez la souris [12]. De
telles séquences invariantes existent
également chez 'homme pour le
réarrangement VY9-JyP [13] et pour-
raient avoir une origine analogue.
La réplication de I’ADN n’est pas
indispensable pour la recombinaison
V(D)J [14].

Les geénes RAG indispensables a la
recombinaison V(D)]

Une deuxiéme voie d’étude des
mécanismes de la recombinaison
V(D)] s’est appuyée sur la spécificité
cellulaire de cette recombinaison.
Les réarrangements somatiques des
genes [g/TCR ne se rencontrent, en
effet, que dans les cellules lym-
phoides immatures et sont absents,
en particulier, dans les fibroblastes.
Cette constatation a été a la base du
clonage de deux geénes, RAGI et
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Segment V non réarrangé

TGT TCC TAC GGC TAA AG cacagca
ACA AGG ATG CCG ATT TC gtgtcgt

T

Heptamére |
Réarrangement V-J |
TGT TCC TAC GGC CTC
ACA AGG ATG CCG GAG

/

A

Segment J non réarrangé |

cactgtg AT AGC TCA GGT TTT
gtgacac TA TCG AGT CCA AAA

AT
TA

AN

AT AGC TCA GGT TTT
TA TCG AGT CCA AAA

AT AT AGC TCA GGT

b TCG AGT CCA
Séquence P |

AT AGC TCA GGT
TA TCG AGT CCA

Délétion | Séquences P |
Séquences N
| |
Diversité jonctionnelle
AT AGC TCA GGT TTT 1
TA TCG AGT CCA AAA
Point de coupure possible pour I'endonucléase
Brin libre '

TTT

AAA 2
TTT
AAA 3

Figure 2. Diversité jonctionnelle. A : un réarrangement est montré. Les
délétions, séquences N et séquences P contribuent a la diversité jonction-
nelle. B : mécanisme possible de génération des séquences P [33].
1 : Séquence avant la coupure par I'endonucléase. 2 : production du brin
libre. 3 : séquence P obtenue aprés réparation.

RAG2 (m/s n° 8, vol. 6, p. 820), situés
a quelques kb I'un de l'autre (en
11p12-11pl13 chez I'homme [15]),
dont la coexpression est capable
d’induire, dans un fibroblaste, le
réarrangement d’un substrat de
recombinaison intégré dans le géno-
me et comportant un géne de sélec-
tion [16, 17]. Ces deux genes sont
coexprimés dans les cellules lym-
phoides immatures. Le géne RAG!

est quantitativement plus exprimé
que le géne RAG2. En fait, 'expres-
sion de ces génes peut varier de
facon importante d’une cellule a
une autre, notamment dans les cel-
lules pré-B murines transformées par
le virus Abelson et communément
utilisées pour analyser la recombinai-
son V(D)] [18]. La fonction précise
des génes RAGI et RAG2 reste
inconnue. Le géne RAG2 ne présen-
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te d’homologie avec aucun géne
connu. La séquence protéique
déduite du gene RAG! a une homo-
logie limitée avec celle déduite du
gene de levure HPR-1 dont la perte
de fonction augmente le taux de
recombinaison homologue. Le geéne
HPR-1 a, lui-méme, une homologie
avec le géne codant pour une topo-
isomérase 1. Le tiers amino-terminal
de la molécule RAGI et le domaine
acide de RAG2 ne sont pas indispen-
sables pour l'activité recombinase.
Inversement, la délétion de la partie
carboxy-terminale de RAGI, homo-
logue de HPR-1, abolit cette activité.
Cette constatation plaide pour un
role direct de ragl dans la machine-
rie de recombinaison [19].

Le role majeur de ces genes dans la
recombinaison V(D)] a été démon-
tré par la création de souris chez les-
quelles I'activité de ragl [20] ou
rag2 [21] a été supprimée par
recombinaison homologue. Dans les
deux cas, un déficit immunitaire
majeur lié a 'absence de cellules T
ou B matures est observé. Ce déficit
est lié a I'impossibilité de recombi-
ner les genes Ig et TCR ainsi que le
montrent I'analyse des tissus lym-
phoides de ces animaux et I'analyse
de lignées B dérivées de foie foetal et
de moelle osseuse par transforma-
tion par le virus A-MuLV. Un trans-
gene TCR complet permet de restau-
rer le développement T normal chez
les souris rag2~/~ [22], confirmant
I'importance de I'expression du TCR
pour le déroulement normal de la
maturation thymique. Les souris
rag2”’~ sont viables, fertiles et consti-
tuent un réceptacle idéal pour
I'implantation de cellules embryon-
naires comportant I’'inactivation
homozygote d’un geéne dont
I'influence sur le développement B
ou T veut étre étudiée : les cellules
lymphoides apparaissant dans ce
contexte proviennent exclusivement
des cellules embryonnaires implan-
tées qui expriment les génes rag,
contrairement aux autres tissus qui
constituent des chimeres [23]. Le
role dans la différenciation lymphoi-
de de génes dont la suppression
empéche I’embryogenése peut égale-
ment étre étudié chez ces souris. Le
role éventuel des génes ragl et rag2
dans d’autres mécanismes, comme la
commutation isotypique ou I'hyper-

mutation somatique, reste a démon-
trer chez les mammiferes.

La régulation de I’activité des génes
RAGI1 et RAG2 fait intervenir des
événements transcriptionnels et post-
transcriptionnels. Les génes RAG ne
sont coexprimés de facon significati-
ve que dans une fraction des cellules
lymphoides immatures normales
(16, 17] ou néoplasiques [24]. Leur
expression peut étre diminuée en
induisant un signal approprié au
sein de ces cellules. Dans les
cellules B immatures, les signaux
induisant une augmentation de
I’AMPc augmentent la transcription
de ces genes. L’activation par I'inter-
médiaire du récepteur de I'antigene
des cellules B a un effet inverse [25].
L’étude de I'expression des génes
rag, dans le thymus normal ou chez
des souris comportant un fond géné-
tique et un transgene T'CR appro-
priés, suggere qu’une inhibition phy-
siologique surviendrait au moment
de la sélection positive des thymo-
cytes. Elle pourrait étre la consé-
quence de I’activation du TCR par
I’association (peptide + CMH). La
sélection positive inhibe la possibilité
de réarrangements successifs des
genes TCR, stabilisant ainsi la spécifi-
cité des cellules lymphoides T avant
leur passage en périphérie [26-28].
Les régions de régulation en cs et
les facteurs pouvant agir en trans sur
la transcription des genes RAG ne
sont pas encore connus.

L’activité des genes RAG est égale-
ment réglée par des mécanismes
post-transcriptionnels qui pourraient
fixer le moment ou survient la
recombinaison au cours du cycle cel-
lulaire. La protéine RAG2 murine
est phosphorylable au niveau de la
tyrosine 490 par une ou plusieurs
kinases associées aux cyclines
(notamment par p34<? in vitro).
Cette phosphorylation pourrait étre
un mécanisme important de régula-
tion de I'activité de RAG2 puis-
qu’elle aboutit a une rapide dégra-
dation de la protéine [29]. Des
travaux récents ont montré que,
dans une lignée B immature et dans
les thymocytes, la protéine RAG2
s’accumule préférentiellement dans
la phase GO-GI et décline de facon
trés importante avant l’entrée en
phase S, le taux restant bas durant
les phases S, G2 et M. Il est donc
possible que la diminution rapide de
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la quantité de protéine RAG2 soit la
conséquence d’une phosphorylation
in vivo de Thr-490. Le taux de RAGI
reste relativement stable durant le
cycle [30]. Compte tenu du roéle
essentiel des génes RAG, ces résultats
suggerent que la recombinaison
V(D)] pourrait étre restreinte par ce
mécanisme a la phase Gl du cycle
cellulaire.

Un travail récent, basé sur la straté-
gie des doubles hybrides, a montré
que RAGI s’associe a I’homologue
humain de la protéine de levure
SRPI [31]. Le produit du géne SRPI
est localisé a la périphérie du noyau,
en association avec la membrane
nucléaire. Il est possible que le géne
humain homologue de SRPI ait
pour fonction d’adresser RAGI a la
membrane nucléaire dans des
régions privilégiées pour la recombi-
naison V(D)].

Altération de la recombinaison dans
les souris SCID

L’étude de souris immunodéfi-
cientes comportant des anomalies de
la recombinaison (souris SCID) a
constitué une voie importante de
I'étude de la recombinaison V(D)].
Ces souris présentent un déficit
immunitaire combiné sévere da a
une incapacité de constituer des
jonctions codantes fonctionnelles.
Cette anomalie s’intégre dans un
défaut plus général de réparation de
I’ADN du a I'anomalie d’'un gene
distinct des génes RAGI et RAG2.
Chez ces souris, les jonctions non
codantes sont présentes mais com-
portent fréquemment des délétions
de nucléotides non vues chez les
souris normales. Les rares jonctions
codantes comportent des délétions
majeures des séquences codantes.
Une étude récente a montré que les
extrémités codantes des segments
tentant de se réarranger ont en fait
une structure en épingle qui est
stable chez ces souris [32]. Le déficit
serait da a I'incapacité de couper ces
structures, étape préalable a la répa-
ration puis a la ligation des extrémi-
tés codantes. La transposition de ces
résultats a la souris normale fournit
un modele qui intégre toutes les
données structurales observées a ce
jour [33]. Ce modéle reste spécu-
latif : on suppose que ces épingles
existent chez les individus normaux
et qu’elles sont résolues par une acti-
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vité endonucléasique simple-brin qui
coupe I’ADN au voisinage de I'extré-
mité de la boucle ; la jonction
codante est créée par alignement,
réparation et ligation. Ce modele
explique la génération des sé-
quences P. L’activit¢ TdT peut, dans
ce modele, modifier la jonction dans
les étapes précédant la réparation.
Dans ce modéle, les délétions des
séquences codantes ne sont pas dues
a une activité exonucléasique mais
sont la conséquence de la variabilité
du site de coupure des structures en
épingle et des contraintes dues a
I'appariement des deux extrémités.

Implication de génes contrélant
I’excision/réparation dans la recom-
binaison V(D)]

La voie d’étude la plus récente du
mécanisme de la recombinaison
V(D)] a consisté a caractériser des
composants non spécifiques du tissu
lymphoide mais indispensables au
bon déroulement de la recombinai-
son. Le principe de la méthode
consiste a étudier I'influence d’ano-
malies de I'excision ou de la répara-
tion de I’ADN sur la recombinaison
V(D)]J, en utilisant des lignées
mutantes de cellules ovariennes de
hamster chinois, présentant des ano-
malies de la réparation de I'ADN et
transfectées par des vecteurs permet-
tant I'expression des génes RAG.
L’étude de la recombinaison de sub-
strats synthétiques introduits dans
ces cellules permet de juger du
retentissement de l’anomalie de
I'excision/réparation sur la recombi-
naison V(D)]. Ces travaux ont suggé-
ré que des anomalies portant sur des
génes importants pour la réparation
de 'ADN et distincts de celui impli-
qué dans le phénotype SCID jouent
un role dans la recombinaison V(D)]
(34, 35].

Contrédle du ciblage
de la recombinaison V(D)J

Le controle du ciblage de la recom-
binaison V(D)] est important pour
comprendre la spécificité de lignée
des recombinaisons (Ig dans les cel-
lules B et TCR dans les cellules T)
et, probablement, pour comprendre
aussi d’autres phénomeénes, comme
la recombinaison préférentielle de
certains segments ou I'exclusion allé-
lique. Elle ne fait pas intervenir les

genes RAG, dont I'expression est
partagée par les cellules B et T, et
ne permet pas, aprés transfection,
d’entrainer la recombinaison des
genes endogenes d’' /g et de TCR
dans les fibroblastes. Des facteurs
importants, mais non exclusifs, de la
régulation de cette accessibilité
pourraient étre la méthylation des
CpG présents dans les loci Ig/TCK et
la transcription des segments avant
le réarrangement [1].

La majorité des résultats expérimen-
taux qui confortent l'idée que la
transcription et/ou la fixation de
facteurs sur des régions de régula-
tion de la transcription controlent
I'accessibilité des loci a la recombi-
naison V(D)] provient d’études
d’animaux transgéniques et de
lignées capables de réarrangements
in vitro. De nombreuses études ont
montré une corrélation entre la
transcription des segments non réar-
rangés et leurs réarrangements.
L’existence de recombinaisons pré-
férentielles de certains segments Vy
au cours de l'ontogénie murine a
permis d’observer in wvivo des corré-
lations identiques, suggérant que le
ciblage pourrait étre précis [36]. Les
informations les plus directes ont été
obtenues dans des conditions trans-
géniques. l.e réarrangement d’un
minilocus TCRB est dépendant de la
présence en cis d’'un élément de
régulation (enhancer des génes IgH
ou TCRP) [37]. Récemment, des
expériences de délétion in situ des
enhancers par recombinaison homo-
logue ont montré des résultats ana-
logues pour le locus IgH [38]. 1l est
possible qu’in vivo, pour les génes
comportant des segments D, le
controle de P'accessibilité a la recom-
binaison fasse intervenir des régions
différentes pour les réarrange-
ments D] et VDJ. Les enhancers,
situés généralement au voisinage des
régions C, pourraient controler les
réarrangements DJ. Des éléments
encore inconnus seraient, quant a
eux, responsables du controle du
réarrangement V sur D] dont la spé-
cificité cellulaire est tres étroite. Un
exemple intéressant de contréle du
ciblage de la recombinaison V(D)]
est fourni par I'exclusion allélique.
Pour certains génes (IgH et TCRp
notamment), la production d’une
protéine compléte V(D)] (ou méme

tronquée de sa partie amino-termi- s———
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nale) inhibe le réarrangement
V(D)J, notamment au niveau du
deuxieme chromosome homologue.
Des expériences de transgenese ont
montré que cette inhibition est asso-
ciée a une diminution de I'expres-
sion de transcrits non réarrangés.
On peut donc supposer que la pro-
duction d’une chaine complete inhi-
be, via un mécanisme transcription-
nel, I'accessibilité du locus. Les
signaux responsables de cette inhibi-
tion restent inconnus. Il est cepen-
dant intéressant de noter que
I'exclusion allélique au niveau du
locus TCRP est perdue dans des sou-
ris transgéniques dont la tyrosine
kinase Ick est inhibée par un trans-
gene codant pour un mutant domi-
nant négatif Ick [39]. On pourrait
donc supposer que l’expression
d’'une chaine compléte TCRpB pour-
rait, a l'inverse, activer la tyrosine
kinase Ick. La cible transcriptionnel-
le potentielle de Ick reste inconnue.
Le candidat devrait étre un facteur
permettant d’éteindre spécifique-
ment la transcription germinale des
segments VB. Un modeéle voisin peut
étre construit pour l'exclusion allé-
lique des réarrangements des
chaines lourdes d’'Ig dans les
cellules B.

[’ influence de la méthylation des
résidus CpG sur la recombinaison
V(D)] a été tres fortement suggérée
par des expériences étudiant le réar-
rangement de substrats de recombi-
naison [40], ainsi que par des expé-
riences de transgenese [41].
Globalement, I’"hyperméthylation
inhibe la recombinaison et I’hypo-
méthylation exerce un effet inverse.
L’effet de I'hyperméthylation est
plus net aprés réplication du sub-
strat qui fige la chromatine hyper-
méthylée dans un état de moindre
accessibilité [40]. Bien que la méthy-
lation soit, elle-méme, reliée a 1’état
transcriptionnel, il est possible que
la méthylation, per se, soit un facteur
indépendant de régulation de la
recombinaison.

Au total, la fixation de protéines
liant 'ADN sur des régions de régu-
lation des geénes Ig/TCR peut donc
potentiellement contrdler la recom-
binaison par de multiples voies
incluant la transcription des seg-
ments et le maintien de la chromati-
ne dans une position ouverte. Bien
que, dans de nombreux modéles, la

transcription soit un corollaire de la
recombinaison V(D)], il est envisa-
geable de dissocier ces deux phéno-
menes [(42] puisque la transcription
n’est qu'un des mécanismes qui per-
mettent I’'ouverture chromatinienne.

Anomalies
de la recombinaison
chez I'homme

Quatre types d’anomalies de la
recombinaison V(D)] ont été décrits
chez ’homme.

Absence de recombinaison V(D)J
due a des anomalies du géne RAG2
transmises génétiquement

Comme cela a été cité plus haut, la
suppression homozygote du gene
RAG2 par recombinaison homo-
logue entraine, chez la souris, un
déficit combiné sévere (DICS) du a
I'absence de recombinaisons V(D)].
Des résultats préliminaires suggérent
qu'une forme rare de DICS familial
humain pourrait étre due a des ano-
malies génétiques touchant le gene
RAG2 (K. Bartram, communication
personnelle).

Anomalie du mécanisme de la
recombinaison : le SCID (B-) humain
Une autre forme rare de déficit
immunitaire est caractérisée par
I’'absence compléte de cellules B.
Une étude récente a caractérisé les
réarrangements chez six malades
SCID (B-). Des délétions impor-
tantes ont été observées. Cette ano-
malie moléculaire est proche de
celle du SCID murin [43].

recombinaison V(D)J

Il est généralement admis que les
recombinaisons completes des genes
d’Ig et de TCR sont spécifiques des
lignées B et T respectivement. Cette
spécificité est perdue dans les proli-
férations lymphoides immatures de
la lignée B (leucémie aigué lympho-
blastique (LAL-B). Les génes TCRp,
TCRy et TCR6 sont remaniés sur au
moins un alléle dans 30, 50 et 80 %
des cas respectivement [44-46). Ces
réarrangements utilisent les méca-
nismes normaux de la recombinai-
son V(D)]. Dans la plupart des cas,
ils impliquent des segments qui réar-
rangent précocement, au cours de
I'ontogénie thymique. Les réarrange-
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ments des génes TCRB sont des
exceptions notables. Ils consistent en
des réarrangements complets
VB(DB)JP [47]. Le réarrangement
des segments VP est un événement
relativement tardif treés finement
réglé ainsi que le montre I'étude des
cellules B de certains modéles trans-
géniques. Cette perte de spécificité
évoque une anomalie de la régula-
tion de l'accessibilité des loci a la
recombinaison V(D)]. Ces anomalies
pourraient étre dues a une expres-
sion anormale de facteurs de trans-
cription impliqués dans le controle
de la transcription germinale des
segments du TCR. La dérégulation
de ces facteurs pourrait, en outre,
jouer un roéle dans I’oncogenese de
ces cellules.

Recombinaisons illégitimes

Les recombinaisons V(D)] inter-loci
(ou (rans-réarrangements) intéres-
sent deux loci Ig/TCR distincts
codant pour des chaines de récep-
teurs de I’antigéne. Elles engendrent
des anomalies chromosomiques qui
sont détectables par I'étude cytogé-
nétique. L’anomalie la plus fréquen-
te est I'inversion inv(7) (p15,q35). La
fréquence de ces anomalies cytogé-
nétiques est trés faible dans le sang
d’individus normaux. Ces réarran-

gements sont détectables avec une
fréquence appréciable chez les indi-
vidus atteints d’ataxie-télangiecta-
sie [48]. Cette maladie génétique
rare, autosomique, récessive, est
caractérisée par des troubles neuro-
logiques, des télangiectasies, une
instabilité chromosomique et une
prédisposition aux cancers et,
notamment, aux proliférations lym-
phoides (m/s n°1, vol. 9, p. 100). Ces
réarrangements intergéniques font
appel aux mécanismes habituels de
la recombinaison V(D)] [49]. La
recombinaison de substrats est nor-
male dans I'ataxie-télangiectasie [48]
ainsi que dans le syndrome de
Bloom (m/s n°5, vol. 3, p. 304) et
dans le déficit en ADN ligase I [50].
Les réarrangements intergéniques
peuvent potentiellement coder pour
des chaines hybrides (Vy-JB-CB par
exemple). Ils pourraient étre le
témoin d’une prédisposition (géné-
tique et/ou épigénétique) aux
hémopathies lymphoides. Cette
hypothése est confortée par la fré-
quence des hémopathies lymphoides
chez les patients ataxiques et par
une étude récente montrant 'aug-
mentation de la fréquence de ces
recombinaisons chez des agricul-
teurs exposés aux pesticides dans
une région des Etats-Unis ou la pré-

valence des cancers lymphoides est
particulierement élevée [51].

Les réarrangements trans-alléliques
d’'un méme locus utilisant les deux
chromosomes homologues témoi-
gnent d’un mécanisme voisin de
celui impliqué dans les réarrange-
ments inter-loci. La fréquence de ces
événements a été analysée pour le
locus TCR murin : ils sont tres
rares [52].

Translocations et autres remanie-
ments chromosomiques impliquant
des oncogénes putatifs

On estime qu’environ 10° hepta-
meres pouvant servir de cibles a la
recombinaison V(D)] sont répartis
sur I’ensemble du génome. Il existe
donc un risque d’instabilité du géno-
me dans les cellules lymphoides
immatures. Le risque de recombinai-
sons illégitimes ciblées sur ces hepta-
meres est cependant réduit par la
faible efticacité des RSS ne compor-
tant qu'un heptameére et par la mise
en jeu des mécanismes qui contro-
lent I'accessibilité de la chromatine a
la recombinaison (transcription,
méthylation des CpG, sites d’attache-
ment a la matrice nucléaire, etc.).
L’efficacité de la recombinaison
peut également étre réduite lorsque
les pseudo-RSS s’écartent du consen-

Tableau |

PRINCIPALES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES DE STRUCTURE

IMPLIQUANT LES GENES Ig/TCR

Anomalie Prolifération Oncogéne Segment des
potentiel genes Ig/TCR

Hémopathies de la lignée B

t(8;14) (q24;932)* Proliférations de type Burkitt c-mMyC J,..S

t(11;14) (923.3;q32) Lymphomes malins (du manteau) BCL1 dly

t(14;18) (q32;921) Lymphomes centrofolliculaires BCL2 J,

t(14;19) (932;913.1) LLCB BCL3 Jy

Hémopathies de la lignée T

t(1;14) (p32;q911) LAL-T TAL1 D&

t(7:9) (q35;q34) LAL-T TAN-1 Js

t(7;19) (q35:q13) LAL-T LYL-1 Js

1(8;14) (g24;911) LAL-T Cc-myc Vode

t(10;14) (q24;911) LAL-T Hox-11 D&

t(11;14) (p13;911) LAL-T Rhom-1 D&

t(11;14) (p15;911) LAL-T Rhom-2 D&

t(X;14) (p15;911) Leucémies prolymphocytaires T MTCP-1 J. DO

inv(14;14) (q11;932.1) Leucémies prolymphocytaires T 14932 il

* variantes impliquant les chaines Iégéres.

LLC : leucémie lymphoide chronique ; LAL : leucémie aigué lymphoblastique.
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sus ou lorsque la distance entre elles
n’est pas favorable. Il n’existe pas
actuellement d’estimation de la fré-
quence des recombinaisons illégi-
times de ce type dans les cellules
lymphoides. Dans un certain
nombre de cas, ces recombinaisons
sont probablement tolérées et
n’affectent que peu les fonctions cel-
lulaires [53]. Un exemple de ce type
est la recombinaison survenant au
sein du gene HPRT (hypoxanthine-
guanine phosphoribosyl transférase)
et détectée dans les lymphocytes T
(53, 54]. Dans d’autres cas, il est
probable que les réarrangements
interrompant des génes vitaux pour
la cellule sont incompatibles avec sa
survie. De tels événements sont en
pratique difficiles 4 mettre en évi-
dence. Enfin, de telles recombinai-
sons peuvent entrainer un avantage
sélectif pour la cellule. Cette situa-
tion est celle qui est observée dans le
cas des anomalies cytogénétiques
associées aux tumeurs lymphoides.

A ce jour, de trés nombreuses trans-
locations impliquant les génes /g et
TCR ont été décrites dans les cel-
lules lymphoides malignes. Les prin-
cipales sont données dans le
Tableau I. Des analyses moléculaires
détaillées de ces anomalies chromo-
somiques ont montré qu’il s’agit
d’anomalies de structures qui font
intervenir la recombinaison V(D)]
au moins pour l'implication de I'un
des partenaires. L’étude du point de
translocation au niveau du partenai-
re Ig/TCR montre que la recombi-
naison se fait au voisinage des RSS,
et s’associe a des délétions et des
additions de séquences N. Dans un
certain nombre de cas, des sé-
quences compatibles avec des RSS
fonctionnelles ont été retrouvées a
proximité du point de cassure de
I’oncogéne présumé [55]. Cette
situation n’est pas constante.
D’autres séquences favorisant la
recombinaison ont été trouvées dans
d’autres cas (notamment séquences
homopurines-homopyrimidines [56]
ressemblant aux séquences CHI de
E. coli et pouvant lier des protéines
[(67]). Une conformation particulie-
re de '’ADN (ADN Z) pourrait, elle
aussi, favoriser le réarrangement. Le
réarrangement chromosomique ne
correspond pas toujours a la ligation
des extrémités correspondant a deux
points de cassure mais pourrait étre

expliqué par une triple coupure.
Deux points de cassure correspon-
draient alors a une tentative de
recombinaison D-|, par exemple, au
sein du locus Ig/TCR et le troisieme
serait situé au sein de l'oncogéne.
Dans ce cas, la translocation peut ne
pas étre équilibrée, la recombinaison
V(D)] normale aboutissant a une
boucle d’excision qui serait secon-
dairement perdue.

Une situation particuliére est réali-
sée par la recombinaison S/L-TALI
qui survient dans 10-20 % des LAL
de la lignée T [58]. Dans ce cas, le
réarrangement correspond a une
délétion survenant entre deux
séquences de recombinaisons locali-
sées sur le chromosome 1 a 90 kb
I'une de l'autre en dehors de tout
locus impliqué dans la recombinai-
son V(D)] normale.

Quel que soit le mécanisme de
I’anomalie chromosomique, sa
conséquence est I'activation du gene
transloqué. Celle-ci peut étre due a
I'action d’un enhancer de géne
Ig/TCR sur le promoteur du géne ou
a un découplage de ce promoteur
de ses régions normales de régula-
tion. A 'extréme, cette situation
aboutit a4 une expression ectopique
du gene.

L’implication de la recombinaison
V(D)] dans la genese des remanie-
ments chromosomiques suggére que
ceux-ci ont lieu dans les cellules lym-
phoides immatures. De tels réarran-
gements sont observés dans les proli-
férations lymphoides immatures
mais également dans certaines proli-
férations chroniques lorsque I'activa-
tion du géne transloqué et les autres
événements oncogéniques précoces
éventuels n’empéchent pas la diffé-
renciation cellulaire (par exemple,

BCIL2).

Caracteérisation

des séquences
jonctionnelles V(D)J

pour I'étude

de la clonalite

et de la maladie résiduelle
dans les proliférations
lymphoides

Le caractére aléatoire des séquences
jonctionnelles a été utilisé pour
construire des outils moléculaires
permettant d’évaluer la clonalité ou
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la polyclonalité des proliférations
lymphoides et de détecter la maladie
résiduelle.

Analyse de la clonalité

Lorsqu’une expansion clonale se
développe a partir d’une cellule qui a
réarrangé une chaine d’Ig/TCR et en
I'absence de modification secondaire
du réarrangement, toutes les cellules
du clone partagent ce méme remanie-
ment et donc la méme séquence jonc-
tionnelle. Cette constatation est a la
base de I’étude de la clonalité par
électrophorese des jonctions V(D)]
apres PCR [59, 60]. Ces techniques
exploitent la taille des jonctions apres
une amplification utilisant des ampli-
meres reconnaissant des séquences
localisées sur les séquences codantes
V ou ], et situées a distance du point
de jonction. Dans des cellules polyclo-
nales, les altérations aléatoires de
séquences (délétions et additions)
rendent les tailles de jonctions hétéro-
geénes. Un clone se caractérise par une
homogénéité de taille des jonctions.
Les meilleurs marqueurs pour ce
type d’étude sont les réarrangements
VH(DH)JH pour les cellules B et les
réarrangements VYy-]y pour les cel-
lules T. La technique peut étre sim-
plifiée par I'utilisation d’oligonucléo-
tides consensus reconnaissant
plusieurs segments V ou J. En fonc-
tion des amplimeéres utilisés, la
méthode détecte entre 75 % et 85 %
des réarrangements clonaux des
chaines lourdes d’Ig (toutes mala-
dies confondues). L’existence de
mutations somatiques dans les
régions reconnues par les ampli-
meres et des délétions extensives des
extrémités codantes expliquent une
part des 15-25 % faux négatifs. Les
amplimeres Vy-Jy détectent plus de
90 % des clones T (o ou Yd).

La sensibilité de détection apres
migration sur gel d’acrylamide et
coloration au bromure d’éthidium se
situe entre 1 % et 10 %. Une meilleu-
re sensibilité peut étre obtenue en
marquant les produits d’amplification
par un isotope, en effectuant une
migration sur gel mince d’acrylamide
en conditions dénaturantes et en
autoradiographiant le gel. Une alter-
native efficace consiste a utiliser
I’électrophoreése capillaire. Des
variantes techniques prenant en
compte, outre la taille des jonctions,
leurs séquences nucléotidiques ont
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été décrites. Elles font appel a I'étude
de la conformation des ADN simple-
brin sur gel non dénaturant [61] ou a
la migration d’ADN double-brin sur
un gel comportant un gradient de
dénaturation.

Etude de la maladie résiduelle

Une avancée spectaculaire dans
I'étude de la maladie résiduelle des
proliférations lymphoides a été per-
mise par les techniques basées sur
des sondes spécifiques de séquences
jonctionnelles V(D)] (62, 63]. Cette
stratégie consiste a caractériser les
réarrangements des genes /g/TCR
dans les cellules tumorales prélevées
au moment du diagnostic, a
construire des sondes spécifiques
apres amplification par PCR des
jonctions et séquencage, puis a utili-
ser ces sondes pour détecter des pro-
duits d’amplification obtenus a par-
tir d’échantillons prélevés au cours de
la maladie [64-67]. La spécificité de
cette méthode est quasi absolue et la
sensibilité est de 'ordre de 107'/1075.
De nombreuses variantes techniques
ont été publiées.

Une des difficultés de cette stratégie
réside dans la possibilité de réarran-
gements secondaires qui, pour les
LAL et pour chaque chaine, est de
I'ordre de 15-20 % (68]. Il est donc
préférable d’utiliser au moins deux
sondes spécifiques pour chaque
patient. L’existence de réarrange-
ments de geénes d’lg oligoclonaux
dans certaines LAL de la lignée B
[69] est un obstacle pour utiliser les
réarrangements VH(DH)JH comme
cibles uniques dans I'étude par PCR
de la maladie résiduelle au cours de
cette maladie.

La recombinaison V(D)] tient une
place majeure dans la différenciation
des cellules lymphoides. La plasticité
du génome nécessaire a la génération
de la diversité des récepteurs pour
I’antigéne expose a des accidents
chromosomiques qui, lorsqu’ils tou-
chent des genes critiques pour I'acti-
vation, la prolifération ou la différen-
ciation cellulaire, peuvent participer
a la transformation tumorale. La
meilleure compréhension de la géné-
ration de la diversité de ces récepteurs
a eu des retombées en hématologie
clinique. Elle a permis la construction
d’outils moléculaires nouveaux pour
la caractérisation de la clonalité des
proliférations lymphoides, et pour la

détection de la maladie résiduelle
dans les leucémies aigués lymphoblas-
tiques et les hémopathies lymphoides
chroniques B
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Summary

Physiology and pathology of V(D)]
recombination

V(D)J recombination involves gene
segments which encode the amino
terminal part of antigen receptor
chains and is a fundamental event
involved in the generation of matu-
re B and T cells. Significant pro-
gress in the understanding of
V(D)] recombination mechanisms
was recently obtained by analyzing
cells transfected with synthetic
recombination substrates, studying
SCID mice and cloning genes invol-
ved in gene rearrangements. In
rare instances, recombination
occurs between different Ig/TCR
loci or involves genes distinct from
those coding for Ig or TCR. In
some cases, translocated genes acti-
vated by chromosomal rearrange-
ment could be involved in the
transformation of lymphoid cells.
The randomness of the V(D)] junc-
tional sequences has been used to
design molecular tools allowing for
the characterization of the clonal
status of lymphoid disorders and
that are of fundamental importan-
ce in detecting minimal residual
disease.
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ERRATA

Physiologie et pathologie de la recombinaison V(D)]

Francois Sigaux

médecine/sciences n° 10, vol. 10, octobre 1994, pages 995-1005
La figure 2 (p. 999) comportant une erreur, nous la republions
dans ce numéro.

Segment V non réarrangé I A

TGT TCC TAC GGC TAA AG cacagca Segment J non réarrangé |
ACA AGG ATG CCG ATT TC gtgtcgt
cactgtg AT AGC TCA GGT TTT

f /gtgacac TA TCG AGT CCA AAA

Heptamere |

Réarrangement V-J |

TGT TCC TAC GGC CTC AT AT AGC TCA GGT TTT
ACA AGG ATG CCG GAG TA TA TCG AGT CCA AAA

Délétion i Séquences P I
Séquences N |

Diversité jonctionnelle

AT AGC TCA GGT TTT 1 B
TA TCG AGT CCA AAA

N

Point de coupure possible pour I'endonucléase |

Brin libre

Ny

AT AT AGC TCA GGT TTT 2

w TCG AGT CCA AAA
Séquence P |

AT AT AGC TCA GGT TTT 3
TA TA TCG AGT CCA AAA

Figure 2. Diversité jonctionnelle. A: un réarrangement est montré. Les dé-
létions, séquences N et séquences P contribuent a la diversité jonctionnel-
le. B: mécanisme possible de génération des séquences P [33]. 1: Séquen-
ce avant la coupure par I’endonucléase. 2: production du brin libre. 3:
séquence P obtenue apres réparation.
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