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complexe [-caténine/TCF-4 intervient
dans le positionnement des cellules dans
I’épithélium intestinal, et impose un
phénotype de cellules souches aux cel-
lules cancéreuses. ¢

[-catenin and cell proliferation

in normal and transformed intestinal
cells
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Quand la diversité
CEA, DIEP, UMR

du répertoire

des immunoglobulines

augmente!

Frédéric Ducancel

> Depuis la mise en évidence du réle des
immunoglobulines (anticorps) dans la
réponse immune, les scientifiques ont
cherché a expliquer comment un réper-
toire limité d’anticorps peut interagir
avec un nombre quasi infini d’antigenes.
En effet, les sites antigéniques reconnus
par les anticorps peuvent étre portés par
toutes les molécules du monde vivant:
lipides, nucléiques,
petites molécules chimiques (hapteénes),
peptides, protéines; il peut aussi s’agir
de structures moléculaires complexes

sucres, acides

telles que des protéines glycosylées.
Cette diversité de reconnaissance appa-
raft plus grande encore par le fait qu’une
méme macromolécule peut exposer plu-
sieurs sites antigéniques a sa surface, et
que des anticorps sont également
capables de reconnaltre des composés
organiques synthétiques, ainsi que des
molécules du soi (dans les maladies
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auto-immunes). Les travaux de
S.Tonegawa [1], qui lui valurent de rece-
voir le Prix Nobel de Médecine en 1987,
constituerent une avancée décisive dans
la compréhension de [I'origine de la
diversité du répertoire des anticorps. Au
cours du processus de sélection clonale,
la combinaison d’un nombre fini de
geénes, associée a I'imprécision de la
jonction de ces différents genes, a la
combinatoire  chafne lourde-chaine
légere, et enfin aux mutations soma-
tiques ponctuelles disséminées le long
des régions variables des chaines lourdes
et légeres, constituait jusqu’a mainte-
nant I’ensemble des mécanismes a I’ori-
gine de la diversité du répertoire des
immunoglobulines.

Toutefois, des travaux récents établissent
qu’un niveau supplémentaire de variabi-
lité du répertoire des anticorps existe! €n
effet, les résultats publiés dans la revue
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Science [2, 3] par D. S. Tawfik et al.
démontrent qu’'une méme molécule d’an-
ticorps peut pré-exister sous plusieurs
conformations  structurales, chacune
étant susceptible de reconnafitre un anti-
gene spécifique (Figure 1).

Un tel scénario avait été envisagé par
Linus Pauling dés 1940 [4], et repris plus
récemment sur la base de données expé-
rimentales sur la cinétique de formation
de complexes anticorps-antigeéne [5, 6].
Ces derniers travaux suggéraient qu’un
équilibre puisse exister entre plusieurs
(au moins deux) conformations structu-
rales (isomeéres) d’un anticorps unique,
et que le ligand principal de cet anti-
corps reconnaissait préférentiellement
un de ces isomeéres!

Limportance des travaux publiés par
D.S. Tawfik et al. tient en ce qu’ils appor-
tent des preuves expérimentales directes
de I'existence d’un équilibre entre plu-



sieurs isoformes de conformation diffé-
rente d’un méme anticorps, chaque iso-
mere étant capable d’interagir spécifi-
quement avec des antigenes aussi diffé-
rents qu’une petite molécule chimique
(hapténe) et une protéine globulaire.
Cette démonstration repose sur I'analyse
structurale par diffraction de rayons X de
cristaux de I’anticorps SPE7, un anti-
haptene initialement, seul ou sous la
forme de complexes anticorps-antigene.
Le premier résultat de cette étude struc-
turale est que I'anticorps non complexé
cristallise  sous deux conformations
différentes notées Ab! et Ab® (Figurel):
chaque formation présente une organi-
sation spatiale tout a fait différente au
niveau de régions importantes consti-
tuant son site de liaison ou paratope:les
boucles hypervariables 3 des domaines
variables des chaines lourde et légere”.
Ces différences aboutissent a deux types
de paratopes:un paratope assez plat et
régulier dans le cas d’Ab! (une organisa-

A P'extrémité amino-terminale des chaines d’immuno-
globulines (Ig) se situent les domaines VH et VL, chargés de
la reconnaissance de I’épitope (la zone d’interaction avec le
déterminant antigenique s’appelle le paratope). La spécifi-
cité de chaque Ig implique une immense variabilité de ces
domaines. Néanmoins cette variabilité n’est pas répartie
uniformémént. On distingue ainsi des régions charpentes
(framewark, FR1 a FR4), relativement conservées, et des
zones hypervariables, parties de I'lg entrant en contact avec
I’épitope, dénommées de ce fait complementary determining
regions (CDR1 a 3).

tion typique d’anticorps qui lient des
peptides ou des protéines), alors qu’Ab?
présente un paratope en forme d’enton-
noir se terminant par une cavité pro-
fonde, aspect caractéristique d’un anti-
corps spécifique d’haptene. Lobtention
des structures cristallographiques de
I’anticorps SPE7 complexé a trois hap-
tenes différents, a permis aux auteurs
d’établir: (1) que, comme le laissait
prévoir la structure de son paratope,
c’est bien 'isomeére Ab? qui a été sélec-
tionné pour lier de tels ligands; (2) que
cet isomére particulier est par ailleurs
capable de lier efficacement différents
hapténes; et (3) que cette capacité de
liaison fait intervenir des réarrange-
ments structuraux induits (induced-fit)
qui permettent a I'anticorps SEP7 de
s’adapter aux caractéristiques structu-
rales de chacun des trois hapténes qu’il
reconnait. Parallélement, la structure
d’un complexe entre SEP7 et une protéine
(la thiorédoxine) était résolue, démon-
trant que c’était cette fois-ci I'isomere
Ab! qui avait été sélectionné comme la
structure de paratope la mieux adaptée
pour interagir efficacement avec I’épi-
tope antigénique reconnu a la surface de
la thiorédoxine.

Ce sont donc au total six structures dif-
férentes de I’anticorps SEP7 qui ont été
caractérisées lors de cette étude! Une

Conformation 1

Conformation 2

A

Antigene 1 O

-JAntigéne 2

Figure 1. Diversité structurale d’une molécule d’anticorps. La méme molécule d’anticorps existe

sous deux conformations structurales capables de lier deux antigénes structuralement distincts

[3]. Les conformations 1 et 2 sont notées Ab® et Ab? dans le texte.
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telle prodigalité d’organisations tridi-
mensionnelles, a partir d’une séquence
unique  d’immunoglobuline,  n’était
certes pas envisagée, et appelle donc
plusieurs commentaires. Tout d’abord,
ces résultats établissent, et ce bien au-
dela de ce que I’on envisageait jusqu’a
maintenant, le dynamisme structural
des anticorps, ce qui pose la question de
la diversité structurale d’un anticorps.
Se limite-t-elle a un équilibre entre deux
isomeres ? || est probable que non, car si
les auteurs de ce travail ont expérimen-
talement établi "existence de deux iso-
meres conformationnels de I’anticorps
SEP7, ils n’excluent pas que d’autres
puissent exister. Si c’est le cas pour I'an-
ticorps SEP7, en est-il de méme pour
I’ensemble des anticorps, et ce quelle
que soit leur spécificité initiale: anti-
haptenes, anti-peptides, anti-protéine,
etc. ? Quoi qu’il en soit, ces travaux
identifient clairement un niveau supplé-
mentaire de diversité du répertoire des
immunoglobulines fondé sur la co-exis-
tence de plusieurs structures protéiques
différentes et stables d’un point de vue
énergétique. Une telle situation n’est
pas sans rappeler les équilibres qui
caractérisent les différents états des
récepteurs allostériques qui sont recon-
nus et stabilisés par divers effecteurs
physiologiques [7]. Apres les récepteurs
et les enzymes allostériques et la pro-
téine prion, les anticorps constituent un
nouvel exemple de la polyvalence struc-
turale qui peut €tre associée a une
séquence protéique unique !

Ces données expérimentales modifient
aussi notre vision des événements struc-
turaux et énergétiques qui régissent la
formation de complexes stables anti-
corps-antigenes. €n effet, ces résultats
suggerent [’existence d’un équilibre
entre plusieurs isoformes d’un méme
anticorps (2 au minimum), qui auraient
chacune une propension particuliéere a
lier des antigenes différents, la stabili-
sation des pré-complexes étant finale-
ment assurée par des ajustements struc-
turaux locaux et limités. La notion de
spécificité des anticorps est également
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mise a mal ! €n effet, si les exemples
d’anticorps reconnaissant des motifs
multiples ne manquent pas, il s’agissait
jusqu’a maintenant d’une reconnais-
sance croisée entre des molécules qui
étaient apparentées d’un point de vue
structural. Ce que nous démontrent de
maniére inattendue D.S. Tawfik et al.
c’est la capacité d’'une molécule unique
d’anticorps a interagir avec des anti-
genes totalement différents via des sites
distincts. Une telle démonstration pose
la question de "avantage d’un tel poten-
tiel, et de sa signification biologique !
Les deux sites de liaison aux antigenes
que présente une molécule d’immuno-
globuline sont-ils équivalents ? Peuvent-
ils reconnaitre des antigénes différents
et/ou deux épitopes distincts proches
dans I'espace a la surface d’une molé-
cule antigénique ? Fonctionnent-ils de
maniére coopérative ? S’agit-il la d’un
moyen pour le systeme immunitaire
d’assurer plus efficacement la neutrali-
sation et I’élimination des molécules
reconnues ?

Comme bien souvent, ces résultats expé-
rimentaux posent plus de questions
qu’ils n’apportent de réponses. Mais ce
qui est certain, c’est que nous sommes
en face d’une découverte importante,
dont nous ne faisons que commencer @
entrevoir les conséquences ! ¢

Antibody diversity is endless!
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La dyskératose congénitale :

qui est coupable ?

Anthony Henras, Christophe Dez, Michele Caizergues-Ferrer,

Yves Henry

> La dyskératose congénitale (DC) est
une maladie humaine héréditaire dont
les symptomes apparaissent des I’en-
fance et qui conduit au déces entre 16 et
50 ans. Elle se caractérise par des
atteintes cutanées (troubles de la pig-
mentation de la peau), une dystrophie
des ongles (réduction du volume des
ongles ou leur absence), la présence
d’ulcérations buccales précédant I’ap-
parition de plaques de leucokératose
(plaques blanchdtres) pouvant devenir
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Eucaryote du Cnrs,

la maladie ont été
décrites. La forme la plus
courante, qui est aussi la
plus sévere, est due a des

mutations du chromo-

cancéreuses. Les compli-
cations incluent une
fibrose pulmonaire, des
atteintes intestinales,
une aplasie souvent a
Iorigine du déces, et
I"apparition fréquente de
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some X. Il existe égale-
ment des formes a trans-
mission autosomique,
dominante ou récessive.
Le gene du chromosome X
qui est affecté code pour
la protéine dyskérine [1].
Lorthologue de la dyské-
rine chez la levure de
boulanger (S. cerevisiae),
la protéine Cbf5p, a été

cancers (peau, muqueuses, ceso-
phage, lymphomes). La DC touche
donc essentiellement des tissus a
renouvellement rapide (=).

Plusieurs formes de transmission de

(=) m/s
2000, n°4,
p.-562 et
2002, n°1,
p- 39

caractérisé en tant que
composant de petits com-
plexes formés d’ARN et de
protéines, dénommés
«snRNP H/ACA» [2]. Chaque



