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Réarrangements
somatiques des genes

du récepteur

des lymphocytes T

Les réarrangements somatiques des génes du récepteur des
lymphocytes T sont trés semblables a ceux des immunoglobu-
lines. Les auteurs ont pour la premiére fois montré qu’une
inversion chromosomique peut étre a la base de ’assemblage
des différents segments génétiques dans ce récepteur.

es lymphocytes T posse-

dent a leur surface une

classe de molécules leur

permettant de reconnaitre

de maniére spécifique une
grande variété de substances ou de
cellules étrangeres au soi. Ces molé-
cules, appelées récepteurs spécifi-
ques pour I’antigéne des lymphocy-
tes T (récepteur T en abrége), preé-
sentent une structure en domaine
qui les rattache a la famille des
immunoglobulines. Chaque clone
de lymphocyte T synthétise un
récepteur T doué d’une spécificité
de reconnaissance qui lui est propre.
Des remaniements génétiques
complexes survenant au cours de la
différenciation lymphocytaire T
assurent I’assemblage fonctionnel et
la diversification des génes codant
pour ces molécules.

Dualité structurale
des récepteurs T

La caractérisation moléculaire du
récepteur T tant chez ’homme que-
chez la souris, a résulté de trois per-

cées techniques ayant successive-
ment permis de développer in vitro
des lignées fonctionnelles et clonées
de lymphocytes T, de produire des
anticorps monoclonaux dirigés de
maniére spécifique contre le récep-
teur T, et finalement d’isoler des
sondes d’ADN complémentaires
correspondant aux sous-unités de ce
dernier. Ces travaux ont démontré
que le récepteur T est un hétérodi-
meére constitué de deux chaines gly-
coprotéiques, appelées respective-
ment o et B, liées par un pont disul-
fure et présentant chacune un poids
moléculaire approximatif de 40 a
so kilodaltons ( figure 1) [1-3]. La
comparaison des séquences protéi-
ques provenant de chaines B isolées
de différents clones de lymphocytes
T a révélé existence de différences
importantes qui portent sur la por-
tion NH 2-terminale [4,5]. Par
contre, les séquences COOH-termi-
nales de ces mémes chaines B pré-
sentent une identité compléte. Une
situation similaire a été observée, au
niveau des chaines o [6,7]. La
dichotomie existant entre une
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région variable NHz-terminale et
une région constante COOH-termi-
nale offre un support structural a la

dualité fonctionnelle des récepteurs
T. En effet, les régions variables, o
et B, s’associent pour former un site
de reconnaissance antigénique, alors
que les régions constantes o et B
ancrent le récepteur a la surface cel-
lulaire et assurent le couplage entre
son site de reconnaissance et un
autre ensemble de molécules
membranaires, appelé T 3 et impli-
qué dans les phénomenes d’acti-
vation lymphocytaire T.

Domaines variables

A

Domaines constants

cp Cu

IOrganisation génétique

Suite a ces données liminaires, il
était  extrémement  intéressant
d’analyser si, a la nécessité pour un
organisme de se doter d’un large
répertoire de récepteurs T difte-
rents, correspondait un mécanisme
de codage génétique unique ou
identique a celui précédemment
observe dans le cas des immunoglo-
bulines. L’analyse structurale des
génes codant pour la chaine o et
devait trés rapidement révéler une
grande similitude avec les génes des
immunoglobulines, dans la mesure
ou chacune d’elle est codée a la fois
par un géne variable (V) et un géne
constant (C). Chez la souris, le géne
V B se constitue a partir de trois
ensembles de segments génétiques,

membrane

COOH COOCH

cytoplasme

Figure 1. Structure du récepteur pour l’'antigéne des lymphocytes T.
Le récepteur est constitué de deux chaines appelées o et B. Un pont disulfure
(S-S) relie ces deux chaines entre elles. Chacune comprend une région variable
NH2-terminale désignée Vo ou VB, ainsi qu’une région constante COOH-
terminale désignée Co ou CB. Une région riche en acides aminés hydrophobes
assure l'ancrage de chacune des chaines au niveau de la membrane du
lymphocyte T.

DB JB3i 17 DB2.1 IB217
Vi, VB, Vi ¢ Ch ¥ i CB, VBi:
e e T LL L Liiritl 0 ™
: 77 UL
> & & — ———p P P

Figure 2. Organisation génétique du locus codant pour la chaine béta du récepteur T. Chez la souris,
chacun des deux génes CP (CB 17 et CB2) est précédé d'un ensemble de sept segments génétiques JP (JPT1 1-7 et JB2
1-7) et d'un segment génétique DB (DB1-1 et DR2-1). Les segments génctiques JB1.7 et JB1.6 semblent non
fonctionnels. Le segment génétique VB 14 a été localisé a 10 kilobases de I'extrémité 3' du géne CB2. La position des
autres segments V B relativement a I'ensemble D-J-C n’est pas connue.

Les fléches horizontales indiquent les orientations de transcription.
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appelés segments V (pour «varia-
ble »), segments D (pour «diversi-
t€») et segment J (pour «jonc-
tion»), qui sont . en diffé-
rents du 6
[8-10]. Les cellules de la lignée ger-
minale d’une souris possédent une
trentaine de segments génétiques V
B, deux segments génétiques D P,
douze segments génétiques J [,
ainsi que deux geénes CP. Nous
avons indiqué dans la figure 2, p.
précédente, la localisation des seg-
ments D} et JB par rapport aux
deux genes CB. Une constitution
similaire a été retrouvée dans le cas
de la chaine B humaine [11]. Si 'on
excepte le segment génétique
V B 14, positionne dans la figure 2 et
dont nous discuterons ultérieure-
ment, la localisation chromosomi-
que des autres segments V § n’a pas
encore €té assignée par rapport aux
genes C B et aux segments D et
J B. L’organisation des génes codant
pour la chaine a a été établie; elle se
caractérise tant chez ’homme que
chez la souris par I’existence d’un
grand nombre de segments généti-
ques J o localisés sur au moins 60
kilobases en amont d’un géne Ca
unique et, semble-t-il, par ’absence
de segments génétiques D o [12-14].

IAssembIage somatique

L’assemblage d’un géne VB fonc-
tionnel s’opére au cours de deux
étapes qui sont spécifiques des cel-
lules poursuivant un programme de
différenciation lymphocytaire T. La
premiére étape consiste en la
réunion d’un segment D} avec un
segment J B. Ensuite, la liaison d’un
segment VB a Iassemblage
intermédiaire D B-J B aboutit a la
constitution d’'un gene V. Nous
avons schématisé dans la figure 3
Passemblage d’un géne VB a partir
des segments génétiques V2,
DpBr.1et JP1.6. Le géne B rear-
rangé est ensuite transcrit en un
ARN primaire dont I’épissage abou-
tit 4 ’élimination de l'intron sépa-
rant le géne V  du géne C . La sé-
quence d’ARN messager ainsi pro-
duite est alors traduite en protéine.

Chacun des segments VB, DB et J B
d’une part et V a et J o d’autre part
peuvent se combiner de maniére
aléatoire pour donner respective-
ment naissance 4 un géne V[ ou

Vo particulier. Cette combinatoire
est la clef de la diversification géné-
tique des récepteurs T. Elle peut
engendrer, au niveau d’un méme
organisme, plusieurs millions de
sites de reconnaissance antigénique
différents.

Mécanismes
d’assemblage

L’analyse des séquences d’ADN
localisées dans les cellules germina-
les en aval (extrémité 3’) des
segments génétiques V, de part et
d’autre des segments génétiques D
et en amont (extrémité 5’) des
segments génétiques J, révéle exis-
tence de séquences conservées mais
totalement différentes des signaux
d’épissage de ’ARN retrouvés a la
jonction exon-intron de la plupart
des génes eucaryotes [8-14), [15].
Ces séquences nucléotidiques se
retrouvent uniquement dans les
immunoglobulines et le récepteur
T; elles semblent donc constituer
des signaux d’assemblage spécifi-
ques. Elles se composent d’un hep-
tameére (unité a sept nucléotides)
présentant la consensus 5’
CACAGTG 3’ "et d’'un nonamére
(unité a neuf nucléotides) riche en
adénine ou en thymine. Ces deux
¢léments sont séparés ’'un de Pautre
par un élément intercalaire, de
séquence non conservée de 12 ou 23
paires de bases. Comme schématise
dans la figure 4, les sequences hep-
tamériques et nonameériques qui
suivent un segment génétique
donné sont complémentaires de cel-
les qui précédent le segment généti-
que avec lequel ce premier peut
potentiellement s’assembler. Cette
complémentarité peut aider a juxta-
poser de maniére transitoire les
deux segments a assembler. Enfin,
'analyse de nombreux événements
de reéarrangements a permis de
constater que ces derniers survien-
nent uniquement entre deux
segments génétiques dont I'un pré-
sente un élément intercalaire de 12
paires de bases et ’autre un élément
intercalaire de 23 paires de bases.

Trois modéles visent a expliquer les
mécanismes moléculaires permet-
tant ’assemblage d’un géne V a par-
tir de différents segments d’in-
formation génétique. Chacun de ces
modéles est cohérent avec le fait que
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& Figure 3. Assemblage d'un géne
VB en cours de différenciation
lymphocytaire T. Dans [I'exemple
considéré, les segments VB2, DB 7-1
et JB1-6 sont assemblés les uns aux
autres pour donner naissance a un
géne VB fonctionnel, présentant la
constitution VR2-DB1.7-JB7.6. Les
fragments d’ADN intercalés entre les
segments mis en contact sont éliminés.
Ensuite tout I'ADN compris entre le
début du segment VB2 et la fin du
géne CPB1 est traduit en ARN. Cet
ARN primaire subit alors un processus
de maturation qui €limine les introns
situés d’une part entre la séquence
signal (L) et le géne VB et dautre
part entre ce dernier et le géne CB. La
séquence d’ARN messager ainsi pro-
duite est traduite en protéine.

Figure 4. ‘Structure des ' signaux
moléculaires permettant |I'assem-
blage des segments génétiques
du récepteur T. Le signal d’assem-
blage localisé en aval du segment 5
(segment 1) se compose d’'un hepta-
meére, d’'un élément intercalaire de 23
paires de bases et d’'un nonamére riche
en adénine. Celui situé en amont du
segment 3’ (segment 2) se compose
d’un heptamére, d’un élément interca-
laire de 12 paires de bases et d'un
nonamére riche en thymine. L’appa-
riement des séquences complémen-
taires présentes au niveau des deux
signaux pourrait favoriser ['existence
d’'une structure transitoire qui serait
ensuite excisée et laisserait ainsi en
contigiité les deux segments généti-
ques impliqués dans la recombinaison.
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ces réarrangements somatiques
apparaissent étre essentiellement de
nature intrachromosomique [15].

Dans un premier modéle, le frag-
ment ’ADN chromosomique sépa-
rant les deux segments génétiques a
assembler (segments V2 et D 2 dans
Pexemple  considéré figure 5 a)
constitue une structure en forme de
tige-boucle ou d’épingle a cheveux.
Cette structure transitoire résultant
de lappariement des séquences
complémentaires  présentes  au
niveau des signaux d’assemblage,
serait ensuite excisée, laissant ainsi
en contigiité les deux segments
génétiques impliqués (figure 4). Ce
modéle d’exclusion en tige-boucle
est désigné en langue anglaise sous
le nom de looping out-excision model;
il présente une variante dans
laquelle la boucle est excisée puis
réintégrée a4 un autre endroit du
génome  (looping  out-excision-
reintegration model). Le second
modele suppose [Pexistence, au
cours d’une mitose, d’un cros-
sing-over inégal localis¢ entre
Pextrémité 3’ d’un segment généti-
que présent sur 'une des chromati-
des sceurs (segment V2 dans
I’exemple représenté figure 5b) et
Pextrémité 5" d’un second segment
génétique localisé sur lautre

-chromatide sceur (segment D 2 dans

la figure 5b). La ségrégation des
deux chromatides sceurs a la suite
de la mitose engendre deux cellules
filles différentes. La premiére
contient les segments génétiques
assemblés de maniére fonctionnelle
(géne V2 D2 J 2 de la cellule fille 1
représentée figure § b) et parait, ainsi
que ses descendantes, avoir délété le
fragment d’ADN chromosomique
séparant les deux segments
recombinés. Par contre, la seconde
cellule fille contient les deux signaux
d’assemblage apposés dos a dos au
niveau de leurs heptaméres. Ce der-
nier produit est désigné sous le ter-
me de “joint réciproque”’. Ce modé-
le est appelé assemblage par échan-
ge inégal de chromatide sceur
(unequal sister chromatid exchange
pour les auteurs de langue anglaise).
Enfin, le troisitme modéle, que
nous illustrerons de maniére détail-
lée par la suite, requiert que les
deux segments génétiques a assem-
bler présentent des orientations de
transcription opposées en situation

germinale (segments V2 et D2dela
figure 5¢). Une inversion du frag-
ment d’ADN chromosomique loca-
lisé entre les extrémités 3’ ou 5” des
deux segments considérés donne
lieu alors a la formation simultanée
d’un gene V fonctionnel présentant
des segments V et D dans la méme
orientation de transcription et d’un
joint réciproque ( figure 5¢). Ce der-
nier modéle, appelé inversion chro-
mosomique, s’oppose aux deux pre-
miers dans la mesure ou il n’en-
traine ni la perte ni la duplication
des séquences intercalées entre les
segments réarrangés. Cependant, en
I'absence d’information concernant
la localisation chromosomique des
segments génétiques V par rapport
au gene C et aux segments généti-
ques D et ], il était jusqu’a mainte-
nant formellement impossible de
démontrer I’existence de 'un ou de
'autre de ces trois modéles.

Assemblage par inver-
sion chromosomique

L’analyse moléculaire de I’ensemble
des réarrangements  génétiques
impliquant le locus béta et surve-
nant dans un « panel » de clones
lymphocytaires T de souris nous a
permis de proposer la premiére
démonstration formelle d’'un méca-
nisme d’inversion chromosomique
lors de [Ilassemblage de deux
segments VB et DB [16]. Dans un
premier temps, un segment généti-
que désigné VB 14 a été localisé de
maniére inattendue a 10 kilobases

Figure 5. Représentation schéma- p
tique des trois modéles propo-
sés pour [‘assemblage des seg-
ments du récepteur T (voir le
texte). Pour des raisons de simplifica-
tion, nous avons uniquement repré-
senté les mécanismes impliquant le
réarrangement d'un segment Vp
hypothétique (V 2) sur un segment D B
(D2) préalablement recombiné a un
segment JB (J2). Les signaux d’as-
semblage sont représentés par des
triangles ( | ; /). Le joint réciproque
résultant de [l'assemblage des deux
segments V 2 et D 2 est schématisé par
le symbole —il|»—. Les fléches hori-
zontales indiquent les diverses orienta-
tions de transcription.
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de lextrémité 3 du geéne Cp2
(figures 2 et 6). De plus, ce segment
V B présentait une orientation de
transcription inverse par rapport a
celle des segments D3 et J B et des
geénes CP. Dans un second temps,
’analyse d’un clone de lymphocytes
T auxiliaires utilisant de maniére
productive le segment génétique
V B 14 a permis de démontrer que le
géne V[ fonctionnel et son joint
réciproque se trouvaient en fait
localisés aux deux bornes d’une
inversion chromosomique s’éten-
dant sur environ 14 kilobases. Nous
avons schématisé dans la figure 6 les
deux réarrangements s’étant succes-
sivement déroulés dans ce clone de
lymphocytes T auxiliaires. Un réar-
rangement initial a tout d’abord
impliqué les segments génétiques
DfBr1.1 et JB2.3. L’absence dans
le génome de ce clone lymphocy-
taire des séquences localisées entre

les segments DB1.1et JB2.3 sug-
gére que ce premier réarrangement
est survenu soit par looping out-
excision soit par échange inégal de
chromatide sceur. Un second réar-
rangement a impliqué le segment
VB14. Ce dernier s’est trouvé
assemblé avec le segment Df 1. 1-
JB2.3 par lintermédiaire d’une

inversion chromosomique. L’in-
version chromosomique a créé
d’'une part un gene V14—

DB 1.1-JB2.3 fonctionnel et d’au-
tre part un joint réciproque qui se
trouve, comme prédit par le modéle,
précisément localisé a 10 kilobases
de Pextrémité 3’ du géne CP 2. Le
chromosome homologue n’a pas été
représent¢; il présente un réarrange-
ment partiel DB1.1-JB2.5 et un
segment génétique V 14 en
configuration germinale. La locali-
sation et l’orientation inattendues
du segment VP14 ameéne a se

Assemblage DB JB

Dy Ja C;

—

C, Jaa

Assemblage V3 D I

D, VB4

K-

N\ VB

—

Figure 6. Deux mécanismes de réarrangement successifs peuvent
créer un géne V3 fonctionnel. Suite a un réarrangement impliquant les
segments DB 1.1 et JB2.3, une inversion chromosomique de 14 kilobases a
créé d'une part un géne VB fonctionnel présentant la constitution
VB14-DB1.7-JB2.3 et d'autre part un joint réciproque. Les symboles utilisés
sont identiques a ceux de la figure 5.
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demander si d’autres segments V f3
présentent une telle configuration
germinale. En fait, 'impossibilité de
mettre en évidence. des joints réci-
proques dans le génome de
nombreux clones de lymphocytes T
semble suggérer que la plupart des
segments V[ possédent la méme
orientation que les génes CP et les
segments D B et JB, et que, par
conséquent, leur réarrangement
fonctionnel ne se fait pas par
inversion d’un segment d’ADN.

Tableau |

LOCALISATION

CHROMOSOMIQUE

DES GENES a, p ET v
DU RECEPTEUR T

souris homme
o 14 C-D 14q 11-12
A 6B 7q 32-35
¥ 13A2-3 7q 15

Ces données résultent de la compila-
tion des références [18 a 32

Il faut noter que I’élaboration de
geénes fonctionnels par inversion
chromosomique n’est pas uni-
quement ’apanage des génes codant
pour les molécules de reconnais-
sance du systéme immunitaire. En
effet, il a été montré [17] que la pos-
sibilité pour une bactérie telle que
Salmonella d’échapper a ce méme
systéme immunitaire résulte en fait
d’un phénoméne de variation anti-
génique impliquant Pinversion d’un
fragment de son ADN...

Récepteur T
et maladies

Suite a la caractérisation structurale
des génes codant pour les sous-
unités du récepteur T, il était inté-
ressant de considérer si ces derniers
pouvaient étre impliqués dans des
réarrangements aberrants avec des
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proto-oncogeénes. A cette fin, la
localisation chromosomique des
genes o et B a été déterminée [18-
32]. Les résultats de ces travaux
sont résumés dans le tableau I, nous
y avons également indiqué la locali-
sation du géne 7. Ce dernier com-
porte des segments V. et J, qui se
réarrangent de maniere speécifique
dans les lymphocytes T. Bien que
non caractérisées a I’heure actuelle,
les protéines potentiellement codées
par ces genes pourraient constituer
une troisiéme sous-unité du récep-
teur T. En fait, aucun des réarran-
gements aberrants observés jusqu’a
présent au niveau de proliférations
malignes T, n’a formellement impli-
qué les génes a, B ou v et un proto-
oncogéne*. Cependant, comme déve-
loppé par A. Aurias dans ce méme
numeéro, ces analyses cytogéniques
ont permis de montrer que les lym-
phocytes de patients atteints d’ata-
xie télangiectasie présentaient des
réarrangements  chromosomiques
plus particuliérement localisés a
proximité des loci a, B et y [33-35]
Réarrangements
et recombinase

Comme nous venons de le voir, les
mécanismes de codage génétique et
de diversification des récepteurs T
sont tres semblables a ceux observés
dans le cas des immunoglobulines.
Cette grande similitude s’étend aux
signaux d’assemblage et amene a se
demander quels sont les méca-
nismes qui spécifient I’assemblage
des segments du récepteur T au
niveau des lymphocytes T et I’as-
semblage des segments immunoglo-
buliniques au niveau des lymphocy-
tes B. En fait, ces deux systémes
peuvent parfois méme échanger des
segments d’information génétique.
L’analyse dun lymphome T
humain a en effet récemment permis
d’observer un segment immunoglo-
bulinique VH assemblé a un
segment J o et cela a la suite d’une
inversion péricentrique du bras long
du chromosome 14 [36]. Si 'on ex-
cepte de tels assemblages aberrants,
les hypothéses les plus récentes ten-
dent a faire reposer le controle des
réarrangements somatiques sur I’ac-
cessibilité de PADN a des enzymes,
les recombinases, communes aux
lymphocytes T et B [37]

Summary

The genes encodjing the o and 8
chain of the T-cell antigen
receptor have been cloned, and
their structure and pattern of
rearrangement are now generally
understood. In most cases, the
immunoglobulin paradigm ap-
plied very well to the correspon-
ding phenomena in T-cell. Ana-
lyses of several T-cell clones
provide the first formal demons-
tration of a chromosomal inver-
sion mechanism operating du-

ring V B to D B-] B joining.

*NDLR : la « lettre a m|s » publiée
page 295 indique en fait qu'un réar-
rangement du gene o et de 'oncogene
c-myc est possible dans certains types
de leucémites.
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