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Exposé de synthése

Etude immunochimique des molécules du CMH des

bovins (BoLA)

D. Levy, J. Goyeneche, C. Demeulemester et M. Baquero

INRA, Ecole Nationale Vétérinaire, laboratoire pathologie et immunogénétique, 94704 Maisons-

Alfort Cedex, France

(recu lors des journées d'animation scientifique du département de pathologie animale de I'INRA,

Le complexe majeur dhistocompatibilité
Maisons-Alfort, 14-15 septembre 1988)

: structure et fonctions dans les différentes espéces,

complexe majeur d'histocompatibilité — réunion scientifique — structure — fonction

Bovine CMH (BoLA) molecules : immunochemical study

major histocompatibility complex — scientific meeting — structure — function

L'étude du complexe majeur d'histocom-
patibilit¢ (CMH) des bovins (BoLA) pré-
sente un triple intérét :

— sur le plan économique, les bovins
constituant une source importante de
nourriture pour I'homme, I'étude des pro-
cessus physiologiques et pathologiques
qui concernent 'espéce bovine est essen-
tielle,

— le second péle d'intérét est pathogé-
nique. En effet, les bovins sont sujets a
des maladies qui présentent des analo-
gies avec certaines affections humaines
et qui peuvent donc servir de modéle a
celles-ci : il existe des similitudes entre le
virus de la leucémie bovine (BLV) et les
virus leucémogénes humains lympho-
tropes T (HTLV); la theilériose bovine

quant a elle permet l'étude des méca-
nismes des réponses immunes médiées
par les lymphocytes T dans le cas d'une
infection par un protozoaire,

— sur le plan de l'évolution, I'étude du
Bol.A, ainsi que celle du CMH d'autres
mammiféres, permet d'apprécier la
conservation du nombre des génes et leur
organisation, et amene a se poser le pro-
bléme de leur signification.

Deux classes de molécules, dénom-
mées | et Il ont été identifiées dans le
CMH des bovins.

Les antigenes de classe | ont été mis
en évidence par une étude sérologique
faite essentiellement avec des allo-anti-
corps. Les premiéres comparaisons inter-
nationales (1982) ont permis d'établir
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I'existence de 17 spécificités différentes
contrlées par les alléles d'un méme
locus (BoLA-A). Le dernier atelier (1988)
a porté a 23 le nombre d'aliéles de ce
locus, nombre probablement bien infé-
rieur a la réalité puisque de nombreux
animaux ne peuvent encore étre typés
(«blancs») et qu'un certain nombre de
spécificités ont été dédoublées (w6-w8).

En 1982, nous avons apponté la preu-
ve que les antigénes BoLA de classe |
sont constitués, comme leurs homo-
logues humain et murin, par I'association
non covalente d'une chaine lourde de 45
kDa et d'une chaine légére de 12 kDa.
Bien plus, nous avions démontré que ces
molécules bovines étaient, certes recon-
nues par les alloantiserums bovins, mais
aussi par des anticorps monoclonaux
spécifiques des CMH humain et murin,
prouvant donc une forte conservation de
certains épitopes.

Par la suite, Chardon a établi que les
sondes des génes du HLA reconnaissent
des fragments spécifiques dans I'ADN
bovin. De plus, ces études suggerent
I'existence de plusieurs génes de classe |
et un polymorphisme considérable.

Les génes de classe | du BoLA ont été
localisés sur le chromosome 23, grace a
des techniques d'hybridation somatique
et d'hybridation in situ (Womack, commu-
nication, 1988). Ces génes sont en synté-
nie avec ceux de la glyoxylase 1 et de la
21-hydroxylase. Le fait que, dans toutes
les espéces animales étudiées, les génes
de classe Il ont été retrouvés sur le méme
chromosome que les génes de classe |,
ameéne a postuler que les génes de clas-
se Il du BoLA se situent également sur le
chromosome 23.

Par ailleurs, bien que, sérologique-
ment, il ne soit défini qu'un locus de clas-
se |, le groupe de I''LRAD de Nairobi a
démontré par la technique de précipita-
tions séquentielles et par l'analyse des

mutants de délétion au locus A, qu'il exis-
te au moins deux sous-régions de
classe .

Contrairement aux antigénes de classe
I qui sont présents sur toutes les cellules
nucléées des mammiféres, les antigénes
de classe Il ont une distribution tissulaire
plus restreinte. lls sont constitués d'hété-
rodiméres comprenant une chaine lourde
de 33-36 kDa et une chaine tégére de 24-
29 kDa. Chez 'homme, les études molé-
culaires ont établi I'existence de trois
sous-régions de classe !l désignées HLA-
DP, -DQ et -DR. Les données actuelles
montrent qu'un géne alpha et un géne
béta dans la sous-région DP, que deux
génes alpha et deux génes béta dans la
sous-région DQ, et qu'un géne alpha et
deux génes béta dans la sous-région DR
sont exprimés, par génome haploide ou
haplotype.

Dans l'espéce bovine, I'étendue des
connaissances de la région BoLA de clas-
se |l et de ses produits est moindre. Cela
releve vraisemblablement des difficultés
d'utilisation des tests de lymphocytotoxici-
té avec des allo-anticorps. Cependant, les
premiers essais de réaction lymphocytaire
mixte suggéraient déja I'existence de pro-
duits de plus d'un seul locus de classe I
et démontraient une liaison entre les
régions de classe | et les régions de clas-
se ll.

Nous avons démontré en 1982 que les
antigénes de classe Il du BoLA ont une
organisation structurale identique a celle
décrite dans les espéces humaine et
murine. Bien plus, nous avons apporté
des arguments en faveur de l'existence
d'au moins deux produits différents de
classe I, en utilisant des anticorps anti-1A
et anti-IE de la souris, qui reconnaissaient
donc des déterminants antigéniques
conservés. Cependant, du fait de la rareté
des animaux homozygotes et de la diffi-
culté d'obtenir des réactifs sérologiques
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spécifiques, il n'avait pas été possible de
définir clairement les diverses molécules
de classe |l des bovins.

Sur des gels en 2 dimensions, qui
séparent les molécules en fonction de leur
point isoélectrique et de leur masse, les
antigénes de classe |l du BoLA reconnus
par un anticorps anti-HLA présentent un
aspect identique a celui décrit chez I'hom-
me et chez la souris, avec au moins 3
chaines différentes (alpha, béta et li). Ces
données ont été confirmées par des expé-
riences de chasse aprés marquage méta-
bolique bref ou apparaissent seulement 3
précurseurs protéiques. Puis, aprés un
processus de maturation relativement
rapide (environ 30 minutes), apparaissent
d'autres chaines, sans relation précur-
seur-produit évidente avec les chaines
précédentes.

L'étude d'un plus grand nombre d'ani-
maux confirme la généralité des réactions
croisées entre les especes et suggére
une forte conservation des séquences. De
par la complexité des images autoradio-
graphiques, il est, pour linstant, impos-
sible d'analyser par cette technique la
ségrégation des produits des génes pater-
nels et maternels.

Dans le but de mieux comprendre I'or-
ganisation du BolLA, une autre approche a
consisté a analyser sur une lignée lym-
phoblastoide bovine, les antigenes recon-
nus par une batterie d'anticorps anti-clas-
se Il. Tous ces antigénes sont des
hétérodiméres comportant une chaine
lourde comprise entre 31 et 36 kDa et une
chaine légére comprise entre 26 et 31
kDa. Des expériences d'absorption croi-
sée ont permis de mettre en évidence
I'existence de 5 groupes de molécules de
classe i différentes. L'analyse structurale
sur gels en 2 dimensions confirme ces
données en montrant des images autora-
diographiques particuliéres pour chaque
anticorps.

En conclusion, l'ensemble de ces
résultats est en faveur de l'existence de
produits d'au moins deux sous-régions de
classe Il dans I'espece bovine. Ces don-
nées sont corroborées par I'étude de I'or-
ganisation génomique de cette région
effectuée avec des sondes d'ADN
humain. Cependant, cette étude ne per-
met pas de savoir si tous les génes identi-
fiés sont réellement exprimés. L'utilisation
de nouvelles techniques (électrophorése
a champs pulsés, clonage en levure)
devrait permettre d'établir rapidement la
carte de la région du CMH bovin. De
méme, des techniques biochimiques ana-
lytiques et préparatives autres que I'élec-
trophorése bidimensionnelle permettent
de mieux résoudre et analyser les
chaines constitutives des molécules de
classe Il : étude des cartes peptidiques,
établissement des séquences N-termi-
nales et caractérisation immunologique
avec des réactifs monomorphes humains
et bovins.

L'accumulation de ces données devrait
amener a établir des relations entre la
structure des différentes molécules et leur
fonction, et a étudier l'importance et la
signification de la conservation de cer-
tains épitopes dans les différentes
espéces.
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