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INTRODUCTION 



Les translocations chromosomiques récurrentes apportent des données importan­

tes pour l'identification de nouveaux proto-oncogènes localisés au niveau, ou à proxi­

mité, des points de cassure chromosomique. Très souvent, ces gènes codent une protéine 

fonctionnant comme un facteur de transcription diffusible classique, et leur activation 

oncogénique peut être associée spécifiquement à certaines pathologies malignes. 

L'analyse moléculaire de certaines de ces translocations chromosomiques contri­

bue à la compréhension de la pathogénèse des Lymphomes malins-Non-Hodgkinien 

(LNH): un ensemble hétérogène de proliférations malignes de cellules lymphoïdes B et, 

moins fréquemment, de cellules T. 

La translocation chromosomique t(14; 18), qui cause une expression dérégulée du 

facteur anti-apoptotique BCL2, joueunrôle critique dans le développement du Lymphome 

Folliculaire (LF) qui présente 20 à 30% de tous les LNH diagnostiqués. 

Le Lymphome de Burkitt (LB) et le lymphome à cellules du manteau, deux LNH 

moins fréquents, sont caractérisés par une translocation chromosomique qui cause la 

dérégulation de l'expression des gènes intervenant dans la progression du cycle cellulaire 

commeMYC etBCLJICCN Dl respectivement. 

Jusqu'en 1993, on connaissait peu de choses sur la pathogenèse moléculaire du 

Lymphome Diffus à Grandes Cellules (LDGC), le type de lymphome humain le plus 

fréquent et le plus agressif. Il représente environ 40% de l'ensemble des LNH diagnos­

tiqués et est souvent associé à l'étape fmale de progression du LF. Un faible pourcentage 

de LDGC présente un réarrangement de l'oncogène MYC et 20 à 30 % sont concernés 

par une altération de BCL2 qui reflète l'origine folliculaire de la tumeur. 

Aucune altération moléculaire n'avait été identifiée comme spécifique du LDGC. 

En 1992, Christian Bastard a montré que les translocations chromosomiques qui 

impliquent la bande 3q27 et quelques autres sites chromosomiques sont trouvés en 

cytogénétique dans 15% des cas de LNH, devenant ainsi la troisième anomalie 

chromosomique en fréquence dans les LNH associée de façon prédominante aux LNH 

Diffus à Grande Cellules de type B ( LDGC ). 

Notre travail de thèse a pour origine l'étude moléculaire des translocations en 

3 q27. Ce qui nous a permis de montrer, avec d'autres, que la plupart de ces réarrangements 

impliquaient la même région majeure de translocation appelée "Major Translocation 

Cluster" (MTC) sur le chromosome 3 (Baron et al, 1993; Deweindt et al, 1993; Ye et al 

1993). 

-5-



L'ensemble de ces données cliniques , cytogénétiques et moléculaires suggérait 

donc fortement l'implication d'un nouvel oncogène dans cette région 3q27. Effective­

ment nous avons cloné cet oncogène nommé LAZ3 pour Lymphoma Associated Zinc 

finger gene on chromosome3 (Kerckaert et al., 1993), également appelé peu après 

BCL6 par d'autres auteurs (Ye et al., 1993) ou BCL5 (Miki et al., 1994). 

Nous avons montré que ce gène LAZ3/BCL6 code une protéine de 79kDa contenant 

deux domaines fonctionnels identifiés. Sa région C-terminale posséde 6 motifs en doigts 

de zinc (zinc finger) de type C2H2, chacun séparé par une région conservée de 6 acides 

aminés ( la séquence de liaison HIC) qui associe LAZ3/BCL6 à la sous famille Krüppel 

de protéines à doigts de zinc. La région amino-terminale de LAZ3/BCL6 est dépourvue 

des domaines déj a décrits dans les autres protéines appartenant à la famille des protéines 

Krüppel à doigts de zinc:FAX ou KRAB. En revanche, elle contient une région de 120 

acides aminés, hydrophobe et conservée, présente généralement en N-terminal de 

nombreuses protéines incluant des protéines à doigts de zinc et des protéines se fixant 

à l'actine. Cette région est appelée domaine BTB pour Broad Complex, Tramtrack, Bric 

à Brac (Godt et al., 1994), POZ pour Poxvirus, Zinc finger (Bardwell and Treisman., 

1994), ou BTB/POZ (Albagli et al., 1995). 

On connaît actuellement 35 protéines à domaine BTB/POZ qui se répartissent en 

plusieurs classes selon la présence de motifs structuraux ou leur fonction putative. Une 

première classe comprend des protéines interagissant avec l'ADN dont une grande 

majorité contient des motifs en doigts de zinc de type C2H2. Une seconde classe 

regroupe des protéines possédant un domaine de liaison à l'actine. Une dernière classe est 

composée de protéines ne contenant pas de domaine particuiïer autre que le domaine 

BTB/POZ. 

En dépit de leurs fonctions fortement divergentes, les protéines BTB/POZ, qui se 

fixent à l'actine ou à l'ADN, présentent une propriété commune : la faculté à organiser 

des complexes protéiques multimériques via leur domaine BTB/POZ. Certaines mon­

trent, de plus, une localisation nucléaire ponctuée. 

Dans ce mémoire, nous décrirons et discuterons les résultats ayant abouti au 

clonage et à la caractérisation de ce nouveau gène LAZ3/BCL6, ainsi que son implication 

dans plus de 37% des cas de LNH. La fonction normale potentielle ainsi que la 

dérégulation de LAZ3/BCL6 dans les LNH seront également évoquées. Auparavant nos 

généralités se diviseront en deux parties: 
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- la partie "Leucémies et Lymphomes" où nous décrirons les principales 

translocations chromosomiques, associées à ces pathologies hématopoïétiques, qui ont 

permis la découverte de gènes importants, ainsi que leurs modes d'activation et de 

dérégulation à la suite de ces translocations. 

- La seconde traitera des protéines qui possèdent un domaine BTB/POZ, 

domaine d'interaction protéine-protéine. Cette partie nous permettra d'appréhender lors 

de la discussion un rôle putatif du facteur LAZ3/BCL6, facteur qui ne semble pas se 

comporter uniquement comme un facteur de transcription diffusible classique. 
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TRANSLOCA Tl ONS ASSOCIEES AUX LEUCEMIES 

ET AUX LYMPHOMES 
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Il est maintenant largement établi que le cancer résulte de l'accumulation de 

multiples événements génétiques survenant à la suite d'altérations touchant un nombre 

limité de gènes. Ces altérations de l'ADN génomique se divisent en deux catégories: 

1) Les altérations qui conduisent à la conversion de proto-oncogènes en 

oncogènes. Ce sont des mutations ponctuelles, des insertions, des délétions, des 

translocations, des amplifications. Elles ont un effet dominant. 

2) Les altérations responsables de l'inactivation germinale ou somatique de 

gènes suppresseurs de tumeur: des mutations ponctuelles, des délétions ou les deux à la 

fois. Elles ont un effet récessif. 

L'analyse moléculaire des aberrations chromosomiques spécifiques de certaines 

tumeurs, est un outil utilisé avec succès dans l'étude du rôle de gènes cellulaires localisés 

au niveau ou à proximité des points de cassure dans la pathogenèse tumorale. 

Les progrès les plus notoires dans la connaissance de ces gènes et de leurs 

altérations ont été réalisés à partir de pathologies cancéreuses du colon et du tissu 

hématopoïétique. Les premiers exemples analysés au niveau moléculaire sont ceux de 

l'activation des oncogènes MYC (Dalla Fa vera et al., 1983; Taub et al., 1984 ), ABL 

(Shtivelman et al., 1985) et RAS (Barbacid, 1987), respectivement dans le LB, la 

Leucémie Myeloïde Chronique (LMC) et le cancer du colon, et de l'inactivation des 

gènes suppresseurs de tumeur comme RB dans le Rétinoblastome (Liu et al., 1992) et 

de P53 dans diverses tumeurs solides (Mashal et al., 1990). 

1- Anomalies chromosomiques et activation d'oncogènes dans 

les hémopathies malignes. 

La grande majorité des aberrations chromosomiques, décrites dans la littérature 

comme étant associées spécifiquement à un type de pathologie cancéreuse, concerne les 

hémopathies malignes. Les tumeurs solides présentent généralement un caryotype très 

complexe en plus d'une hétérogénéité cellulaire importante, qui rend difficile l'associa­

tion entre anomalies chromosomiques et types spécifiques de tumeurs. Cependant les 

investigations dans les tumeurs solides se sont concentrées sur les sarcomes, dont la 

cytogénétique a été fort étudiée. Les conséquences structurales de ces translocations 

résultent en la production de protéines chimériques dans le sarcome de Ewing, le 

liposarcome, le rhabdomyosarcome et le sarcome synovial. 
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Les anomalies cytogénétiques les plus fréquentes et les mieux connues sont les 

translocations. Les translocations récurrentes représentent 3% des anomalies observées 

dans les tumeurs (Mitelman, 1988 ). Elles perturbent l'organisation et la fonction de 

gènes qui contrôlent l'équilibre entre prolifération et différenciation. La majorité des 

gènes transloqués code pour des facteurs de transcription~ leur expression est souvent 

dérégulée à la suite de leur juxtaposition aux éléments régulateurs des récepteurs des 

antigènes. Historiquement, on retiendra la première description faite en 1960, d'une 

aberration chromosomique : "le chromosome Philaldelphie" (PH) par Nowell et 

Hungerford, aberration associée dans 90 à 95% des cas de LMC. Ensuite, furent 

identifiées des translocations impliquant des régions chromosomiques contenant d'une 

part des gènes d'immunoglobulines (lg) (translocations spécifiques de certaines 

proliférations de cellules lymphoïdes B) ou des gènes du récepteur de l'antigène des 

cellules T (TCR) (translocations associées à des proliférations T lymphoïdes) et d'autre 

part d'autres gènes ( facteurs de croissances, homéogènes, facteurs de transcription, ... ) 

associés à diverses pathologies. Ces différentes données ont conduit à l'identification 

d'un bon nombre d'oncogènes. {cf tableaux 1 (page 17) et II (page 22)}. 

Il existe deux mécanismes essentiels qui conduisent à l'activation d'oncogènes à la 

suite de translocations chromosomiques dans les pathologies lymphoïdes: 

- la dérégulation de l'expression d'un oncogène par juxtaposition, le plus 

souvent en 5', de séquences activatrices ("enhancer") ou promotrices des gènes 

d'immunoglobulines (lg) ou du récepteur des cellules T (TCR). La séquence codante de 

l'oncogène n'est alors pas modifiée. 

- La création d'un gène chimérique par juxtaposition en phase de deux gènes 

situés normalement sur des chromosomes différents qui code une protéine chimérique. 

a)Génétique moléculaire des proliférations des cellules lymphoïdes-8: 

Parmi les pathologies présentant des translocations récurrentes, les proliférations 

concernant les cellules lymphoïdes B représentent un groupe très particulier puisque, 

quasi constamment, y sont associés des réarrangements chromosomiques des régions 

14q32, 2p 11 et 22q 11 portant respectivement les gènes des chaînes lourdes et les 

chaînes légères K e't 1 des immunoglobulines (lg) (tableau 1 pagel?). Ceci a permis 

l'identification et la mise en cause de plusieurs oncogènes comme les oncogènes 

MYC,BCLJ, BCL2, BCL3. 
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Parmi les translocations les mieux décrites, on trouve celles associées au lymphome 

de Burkitt (LB). 

1) Le Lymphome de Burkitt (LB): 

C'est un lymphome à petites cellules non clivées provenant d'une population de 

cellules B relativement immatures. C'est le modèle qui, historiquement, à permis de 

mieux comprendre le rôle joué par les gènes des Ig dans la genèse de ces tumeurs (Leder 

et al., 1983). 

L'analyse cytogénétique de ce lymphome montre plusieurs variants de translocation: 

-une translocation t(8;14)(q24;q32) retrouvée majoritairement impliquant 

en 14q32 les chaines lourdes des Ig (IgH). Dans ce cas, les chaînes légères des Ig 

synthétisées par les cellules tumorales sont soit du type K soit du type À. 

- 2 variants de translocation mineurs t(2;8)(p12;q24) et t(8;22)(q24;qll) 

impliquant respectivement les chaines légères K et À des Ig. 

Dans tous les cas, la translocation a toujours lieu entre une région des gènes d'Ig et 

une même région en 8q24. Le clonage de ces 3 types de translocation a permis 

d'impliquer en 8q24 le gène MYC (Dalla fa vera et al., 1982; Taub et al., 1 982). 

Il existe deux types de LB: 

-Le LB endémique, de type Africain, dont plus de 97% des cas présentent dans le 

génome des cellules tumorales de multiples copies du virus d'Epstein Barr (EBV). 

Dans ce type de lymphome, la distance entre l'oncogène MYC et les IgH , à la suite du 

réarrangement, est variable. Le point de cassure en 8q24 se situe généralement à une 

grande distance en amont de la région promotrice de MYC. 

-Le LB sporadique, Americain, de plus faible incidence il n'est que très 

occasionnellement associé à l'EBV. Ces LB sont invariablement caractérisés par un point 

de cassure beaucoup plus proche de MYC. 

Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer une activation putative deMYC 

dans le LB. Lors d'une translocation classique, la cassure est localisée dans la région 5' 

non codante de MYC ou à une distance variable de celle-ci (Led er et al., 1 983 ). Les ex ons 

codants du gène sont donc transposés sur le chromosome 14 en position "tête bêche" avec 

les gènes des Ig. Au contraire, les variants de translocation (ceux impliquant les chaînes 

légères des Ig) cassent le chromosome 8 en position télomérique par rapport au gène 

MYC. Dans ce cas, le gène MYC est rattaché aux régions constantes K et À des chaînes 
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légères des lg en orientation "tête à queue". Toutes ces translocations activent le gène 

MYC de façon constitutive (Klein et Klein ., 1985). Cette activation est d'autant plus 

importante que les séquences codantes du 2ème et du 3ème exon sont toujours intactes 

et codent pour une protéine MYC de type sauvage. 

Bien que les anomalies associées aux gènes des lg ne modifient pas, en général, 

l'activité de l'oncogène, on observe souvent des taux et des tailles anormales de transcrit, 

des changements dans le promoteur utilisé, des mutations somatiques des insertions, des 

duplications, des délétions , des changements dans le contrôle transcriptionnel du gène 

MYC transloqué, qui constituent autant de mécanismes pouvant contribuer au processus 

tumorigène (Robertson., 1984~ Rabbitts et Boehm, 1991 ). Il semble qu'il existe plusieurs 

façon d'activer MYC. Le concept général est celui d'une dérégulation; l'idée est queMYC 

juxtaposé aux gènes des lg soit mis sous le contrôle d'éléments en cis et soit ainsi activé 

de façon constitutive par les régions "enhancers", activatrices et promotrices des gènes 

des Ig. Le gène MYC se conduirait alors comme s' il faisait entièrement partie du locus 

des lg. La protéine MYC possède plusieurs domaines fonctionnels, incluant une région 

basique de fixation à l'ADN "helix loop helix" (b-HLH) et un motif de dimérisation 

"leucine zipper" (ZIP). L'activation de MYC par translocation compromet un réseau 

transcriptionnel qui implique 3 autres facteurs, chacun d'eux possédant également un 

domaine b-HLH etZIP. MYC peuts'hétéro-dimériser avec une protéine MAX (Blackwood 

et Eisenman., 1991, Prendergast et al., 1991) qui peut se fixer à l'ADN et à 2 autres 

protéines MAD et Mxi-1 (Ayer et al.,1993, Zervoset al., 1993), l'homodimère MAX­

MAX pouvant également se former. Pour toutes ces protéines, il est supposé exister un 

équilibre entre homo/hetéro-dimère dans les cellules normales. Le dimère MYC-MAX 

est actiftranscriptionnellent tandis que MAX-MAD ou MAX-Mxi-1 ne le sont pas. Après 

translocation chromosomique, cet équilibre est détruit par une expression incorrecte de 

MYC. Comme le dimère MYC-MAX est nécessaire pour l'activation oncogénique, il en 

résulte probablement une régulation négative des gènes cibles amenant à l'oncogenèse. 

Lemécanismemoléculairedéterminantl'activationdeMYCdansleLB a trouvé une 

analogie dans d'autres types de néoplasies à cellules B, en particulier dans le Lymphome 

Folliculaire (LF). 

2) Le Lymphome Folliculaire (LF). 

Le LFreprésente l'un des types les plus communs de Lymphome Non-Hodgkinien 
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(LNH) aux Etats Unis et en Europe. Il est associé à la translocation t(14~18) la plus 

fréquente parmi les LNH (Offit et al., 1991 ,) retrouvée dans 55 à 70% des patients en 

Europe (Lambrechts et al., 1992) et dans 70 à 95% des patients observés aux Etats Unis 

(Weiss et al., 1987). La majorité des patients présente un état disséminé de la maladie 

(stades III et IV), seulement 1 0 à 20% des cas sont diagnostiqués aux stades 1 et II 

impliquant une maladie localisée. 

Cette translocation provoque la jonction entre la région des chaînes lourdes des lg 

(IgH) en 14q32 et un gène localisé en 18q21: le gèneBCL2 (Bakhshi etal., 1987~ Cotter 

et al., 1990). BCL2 est un gène constitué de 3 exons avec un premier exon non codant. 

Deux groupes de points de cassure (" clusters"), localisés dans 2 régions non 

codantes du gène BCL2 ont été caractérisés: le "major breakpoint region "(mbr) et le 

"mi nor cluster region" (mer). La région mbr est impliquée dans approximativement 60% 

des translocations et s'étend sur à peu près 150 pb (Bakhshi et al., 1985 ~ Cleary et al., 

1986; Cotter et al., 1991 ). Le mer, moins fréquemment impliqué, s'étend sur une région 

de 500 bp (Weiss et al.,1987; Cleary et al., 1986). Cette translocation constitue un bon 

marqueur pour la détection des cellules de LF et une cible adaptée pour l'utilisation de la 

PCR en diagnostic et pour l'étude de la "maladie résiduelle". 

Quelle que soit la translocation t(14; 18), les exons 2 et 3 codant la protéine restent 

toujours intacts et on observe toujours une surexpression de l'ARNm BCL2. 

Vaux et al., en 1988, furent les premiers à montrer que BCL2 pouvait augmenter la survie 

cellulaire. A la suite de la translocation chromosomique t( 14; 18), l'activation de BCL2 

par la région activatrice du gène des Ig semble augmenter la survie des cellules 

hématopoïètiques par blocage de l'apoptose (ou mort cellulaire programmée) (Vaux et 

al., 1988; Tsujimoto., 1989~ Reed., 1994 ). L'apoptose intervient dans de très nombreux 

processus de différenciation, et notamment dans la sélection des cellules de la réponse 

immune: lymphocytes T dans le thymus et lymphocytes B dans les centres germinatifs 

ganglionnaires. Mais BCL2 peut également bloquer l'apoptose induite par MYC 

(Bissonnette et al., 1992), ce qui pourrait expliquer la nature agressive des leucémies et 

des lymphomes possédant des translocations impliquant ces 2 gènes. En effet, MYC peut 

activer à la fois la prolifération cellulaire et l'apoptose. L'activation concomitante de 

BCL2 annulerait ainsi l'influence de MYC sur l'apoptose mais conserverait son effet 

inducteur de la prolifération conduisant à un fort avantage de croissance. Il apparaît 

également, qu'en l'absence d'une activation concomitante du gène MYC l'expression de 
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BCL2 confère un mauvais pronostic aux patients. 

De récentes observations en microscopie confocale et en microscopie éléctronique 

suggèrent que d'une part la protéine codée par le gène BCL2 ( protéine de 25 kDa) se 

localise dans l'enveloppe nucléaire, une partie du reticulum endoplasmique (RE) et à 

l'extérieur des membranes des mitochondries (Krajewski et al., 1993) et d'autre part un 

rôle possible de la protéine BCL2 dans certains aspects du transport nucléaire ou 

l'assemblage et la maintenance de l'enveloppe nucléaire, ainsi que dans la formation des 

complexes du pore nucléaire (NP Cs). BCL2 semble contrôler le chemin de transduction 

du signal et cibler des signaux moléculaires dans des localisations intra cellulaires 

critiques, comme les jonctions mitochondriales ou les complexes des pores nucléaires 

(Krajewski et al., 1993). 

Cependant, de nombreuses questions restent encore sans réponse en ce qui 

concerne le mécanisme d'action de la protéine BCL2 dans la protection cellulaire à 

l'apoptose et ses associations possibles avec les mitochondries, l'enveloppe nucléaire et 

le RE. 

3) La translocation t(Jl; 14)(ql3;q32) associée aux lymphomes à cellules 

du manteau. 

La translocation t( 11 ; 14) est une anomalie importante associée à certaines patho­

logies des cellules B, comme: les leucémies lymphocytaires de type B (LLC-B) 

(Juliusson et Gahrton, 1990), les leucémies prolymphocytaire de type B (Brito­

Batapulle et al., 1987), les lymphomes lymphocytiques intermédiaires (LLI) (Leroux et 

al., 1991; Vandenberghe et al., 1991 ), les myélomes multiples (Van den Berghe et al., 

1984) et des leucémies à plasmocytes (Van den Berghe et al., 1989). Cette translocation 

casse en 14q32 au niveau des chaînes lourdes des Ig (IgH) avec en 11 q 13 un oncogène 

putatif au locus bell (Tsujimoto et al., 1985). Le point de cassure sur le chromosome 

11 fut localisé initialement dans un "Major Translocation Cluster" MTC de 1Kb. 

D'autres études ont montré, qu'en fait, les points de cassure se situaient dans une région 

assez grande de l'ADN, supérieure à 63Kb, télomérique par rapport au premier MTC 

(Meeker et al., 1991 ), et qu'il existait une seconde région regroupant des points de 

cassure dans un autre MTC localisé à environ 23 Kb en position télomérique par rapport 

au premier MTC. 

Plus récemment encore, deux groupes (Mokotura et al., 1991, Withers et al., 
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1991) ont pu identifier un gène candidat pour BCL1 nommé PRAD 1 ou CCND 1localisé 

à environ 11 OKb en position télomérique par rapport aux régions MTC. Ce gène BCL1 est 

un membre de la famille des gènes de cyclines dont l'expression est dérégulée dans les 

leucémies et les lymphomes présentant une t( 11 ~ 14) (Withers et al., 1991 ~ Rosenberg et 

al., 1991 ~ Seto et al., 1992), probablement comme conséquence de la juxtaposition des 

"enhancers" des lgH localisés sur le chromosome 14. 

Plusieurs auteurs ont montré l'incidence forte des réarrangements au locus bell 

dans les LLis et également dans les lymphomes centrocytiques LC, ce qui suggère que 

la dérégulation de BCLJ joue un rôle clef dans la pathogenèse de ces sous-types de 

lymphomes (Rimok:h et al., 1990, Medeiros et al., 1990, Williams et al., 1990,1991). 

4) Les LLC possédant une translocation t(14; 19). 

Le gène impliqué dans cette translocation a pu être caractérisé. Il s'agit du proto­

oncogène BCL3, identifié par le clonage des points de cassure des translocations 

chromosomiques t(14~19)retrouvés dans laLLC (Ohno etal., 1990). Le point de cassure 

sur le chromosome 14 implique la région "switch" associée à la région a constante des 

chaînes lourdes des Ig (IgH). De cette translocation résulte des orientations "tête à tête" 

entre les gènes affectés sur les chromosomes 14 et 19 qui ressemblent, par cet aspect, 

au variant de translocation t(8~ 14) retrouvé dans le LB (Ohno et al., 1990). 

L'expression de BCL3 est activée par la translocation, sans altération de la structure 

de la protéine codée. La structure déduite de BCL3 montre que cette protéine contient 

un motif de 30 acides aminés "ankyrin repeat", motif représentant un domaine 

d'interaction protéine-protéine retrouvé parmi d'autres protéines (Thompson et al., 

1991 ~ Michaely et Bennett. 1992). Parmi ces protéines, on trouve l'ankyrine d'erythrocyte, 

une protéine du cytosquelette~ des protéines de régulation du cycle cellulaire, comme la 

cdcl 0 et SW/6~ et les récepteurs transmembranaires not ch, TAN! et int-3, des facteurs 

de transcription, des protéines ETS, GABP a et des membres de la famille rel. 

Les protéines les plus proches de BCL3 sont des protéines qui affectent l'activité 

et la localisation intracellulaire de NFKB, protéine contenant 2 sous unités: la P50 et la 

P65. IKB est une protéine qui contient 7 copies du motif ankyrin (Liou et al., 1992) 

organisées d'une façon très similaire à celles de BCL3. Il inhibe l'activité de fixation à 

l'ADN deNFKB enleséquestrantdansle cytoplasme(Baewerle et Baltimore., 1988). IKB 
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possède une affinité forte pour la P65 (Bauerle et Baltimore, 1989). 

Si BCL3, de par sa structure, ressemble à IKB, il représente une fonction distincte, 

car il interagit préférentiellement avec la sous-unité P50 de NFKB (Wulczyn et al., 1992) 

masquant ainsi son signal de localisation nucléaire (SLN). BCL3 ne semble pas unique­

ment fonctionner comme un inhibiteur, mais également comme un coactivateur pour la 

P50. BCL3 reconnait l'homodimère P50 qui agit normalement comme un suppresseur. 

De l'association préférentielle P50-BCL3 pourrait résulter une activation de la trans­

cription (Inoue et al., 1993). La quantité d'ARNmBCL3 est plus élevée dans des cellules 

leucémiques que dans des cellules normales (Ohno et a/.,1990). Si BCL3 est un 

oncogène, comment transforme t'il les cellules B? 

En fait, dans les cellules normales, l'expression des facteurs de transcription rel/ 

NFKB est régulée de façon précise dans chaque type cellulaire; il en résulte une 

expression appropriée des gènes-cible régulés en cis par les sites KB. Par contre, dans une 

cellule qui possède un taux élévé de BCL3,le nombre d' homodimères P50 inactivés est 

plus important que dans des cellules normales, aussi certains gènes jouant un rôle dans 

la croissance cellulaire sont exprimés à un taux supérieur au taux normal. Ces cellules 

pourraient donc avoir un avantage de croissance ou un cycle cellulaire anormal, pouvant 

créer davantage d'altérations conduisant à des cellules malignes. 

Quoi qu'il en soit, en transfection transitoire, le taux élevé de BCL3 supprime la 

transactivation médiée par le complexe P50-P65. Il est donc possible que l'expression 

de BCL3 dans les cellules leucémiques soit suffisamment élevée pour supprimer la 

transactivation médiée par P50-P65, ce qui pourrait conduire à la suppression de 

l'expression des gènes requis pour la différenciation cellulaire (Inoue et al., 1993). 

-16-



b) Translocations chromosomiques récurrentes et activation de proto­

oncogènes dans les leucémies aiguës de type T. 

Si on poursuit notre tour d'horizon sur l'activation de proto-oncogènes à la suite de 

translocations chromosomiques, dans le cas de translocations impliquant le gène du 

récepteur des cellules T (TCR), les leucémies aiguës de type T (LAL-T) présentent un 

nombre important de translocations récurrentes. La plupart implique des facteurs de 

transcription putatifs impliqués dans la différenciation et qui ne sont pas normalement 

exprimés dans les cellules T (Rab bit , 1994 ). 

Le premier exemple est celui du gène HOXJJ, localisé sur le chromosome 1 0 

bande q24, activé à la suite de la translocation chromosomique t( 1 0~ 14) ( q24 ~q Il) et 

t(7~10)(q35~q24) dans les LAL-T (Dubé et al., 1991 ~Lu et al., 1991). Ce gène code une 

protéine contenant un homéodomaine qui peut se fixer à l'ADN et activer la transcription 

(Dear et al., 1993). Comme il n'est pas exprimé dans les cellules T normales, le gène 

HOXll doit activer des gènes cible dans les cellules T présentant une translocation 

eni Oq24 qui contribue à la LAL-T. 

Plusieurs protéines, activées par translocation chromosomique dans les LAL-T, 

sont des protéines qui se fixent à l'ADN et contiennent un motifbasique "helix loop helix" 

(bHLH)~ le gène TALJ ISCL en est un exemple bien étudié. Ce gène est aussi bien impliqué 

dans des translocations t( 1 ~ 14) que dans 25% des cas de LAL-T chez l'enfant. Ce gène a 

subi une petite délétion dans sa région S'non codante. La protéine normale codée par ce 

gène TALJ peut dimériser, par l'intermédiaire de son motifHLH, avec les protéines E4 7 

et E 12 (codées par le gène E2A) (Hsu et al., 1 991) formant un complexe qui se fixe à 

l'ADN. La translocation chromosomique cause probablement une production ectopique 

de T AL 1, activant ainsi une série de gènes cible normalement silencieux dans les cellules 

T. 

Un modèle similaire peut être appliqué à d'autres protéines associées aux LAL-T 

par translocation chromosomique, comme les protéines RBTN/Ttg (Sanchez-Garcia et 

al., 1993). Elles sont produites après les translocations chromosomiques 

t( 11 ~ 14 )(p 13 ~q 11) out( 11 ~ 14 )(p 15 ~q 11) et possèdent un motifLIM. Ce motifLIM, riche 

en cystéines, possède une structure ressemblant au motif en doigts de zinc. Il a 

antérieurement été suggéré que ce motif pouvait fonctionner comme un motif d'interaction 

protéine-protéine. En effet RBTN2 peut se fixer à la protéine à motif bHLH TALI 

(Wadman etal., 1994 ). RBTN2 peut induire des tumeurs clonales de type T chez la souris 
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Tableau 1 

Points de cassures et gènes dans /es translocations chromosomiques 

type 

helix-loop-helix basiques 
~ t(8;14)(q?4;q3~) 

t(2;8)(p12;qi4)' 
.·. t(~;~2}(q24;q11) 

t(8;14)(q24;q11) 
t{~;12)(q24.;~q22) 
t(7; 19)(q35;p13) 
t(1;14)(p32c;q11J;, 

protéinesLIM 
t(1t;j4)(p1?;q11l .. 
t(11; 14)(p13;q11) 

·· .·~ U1iUJ{q~S;~HL · 

gènesHomeobox 
t(1Q;14.)(q24;q11} 
t(7;10)(q35;q24) 

protéines à doigts de zinc 
J(3;14)(q2;7;q32) 
t(3;4)(q27;p11) 

autres 
t(11 ;14)(q13;q32) 
t(14; 18)(q32;q21) 
inv14 & t(14;,14)(qJ 1;q32l 
t( 1 0; 14)( q24;q32) 
t(14; 19)(q32;q13.1) 
t(5;14)(q31)2) ··~ 

t(7;9)(q34;q34.3) 
t(1;7)(p34;q34) . 
t(X;14)(q28;q11) 

d'après T.H Rabbitts (1994) et Drexler et al. (1995) 

Gène affecté 

. C·MYC(8q24) 
c-MYC(8q24) 
c:-MYC(8q24) 
c-MYC(8q24) 
g~MYC(~q24), ~TG(12q22) 
L YL(19p13) 
T4t.~(9q34) 

RBTN1!Ttg1(11p15) 
RBTN2!Ttg2(11 p13) 

ffOX11(1Qq24) 

l.A23/BCL6(3q27) 
LAZ3/BCL6(3q27) 

BCL-1/PRAD1(11q13) 
8CL-2(18q21) 
TCL·1(14q32.1) 
/yt-10(10q24) 
8CL-3(19q13.1) 
lL-3(5q31) 
TAN1(9q34.3) 
LCK(1 p34) 
C6.1 B(Xq28) 

Pathologie 

LB, LAL 
LB, LAL 
LB, LAL 
LAL-T 
LLC-B/U\L 

. LAL-T 

LA ki 

.U\L:-T 
LAL-T 

LAkT 

LNHlL.OGC 
LNH 

LLC:-B et ~~:'.tres 
LF 
LLC-T 
lymphome -B 
LLC-B 
LAL pré-8 
U\L-T 
LAL-T 
J,.AL-T 

> /' ûm 

Gène réarrangé 

·.· ,lgl:i . 
lgK 
lgÂ. 
TCR.~a 

. TGft.-a 
TCR-~ 

..... TÇfHl .· 

TGR~ô 
TCR-ô/a/~ 

.. JC~~<:f{j} 

·>/Ji.lg.H 
lgH 

lgH 
lgH, lgL 
TÇR-Cq. 
lgH 
]gH 
lgH 
1;CR-P 
TCR-p 

·. JGR:-a. < ' ,,~' ,, 

LB: Lymphome de Burkitt/ LAL: Leucémie aiguë lymphoblastique 1 LLC: Leucémie lymphocytaire chronique 1 LNH: Lymphome non Hogkinien 1 LDGC: Lymphome diffus à grande cellules 



transgénique~ il est essentiel pour l'hématopoïèse normale chez la souris, pour la 

différenciation erythroïde (Warren et al., 1994 ). Il semble que la transcription de gènes 

cible, qui ne sont normalement pas exprimés dans les cellules T, soit affectée après 

activation de RBTN2 à la suite de la translocation chromosomique. Quoi qu'il en soit, 

l'expression ectopique des protéines contenant un domaine LIM comme résultat de 

translocation dans les cellules T doit avoir un effet similaire aux expressions de HOXJJ 

et TALJ. 

c) Formation de protéines chimériques suite aux translocations 

chromosomiques. 

Un nombre important d'anomalies sont responsables de la formation de protéines 

chimériques. 

Le premier exemple provint du clonage du point de cassure du 

chromosome"philadelphie" (PH) (Nowell et Hungerfold., 1960). Dans ces anomalies, le 

gène AbelsonABL, en 9q34, est fusionné avec un gène BCR en 22q11 (Bartram et al., 

1983). Cette fusion crée un marqueur spécifique de la tumeur et la conséquence 

fonctionnelle de cette protéine de fusion BCR/ ABL créée est l'augmentation de l'activité 

tyrosine kinase intrinsèque d'ABL. 

Les études de la fusion BCR/ ABL ont donc été à l'origine des descriptions 

postérieures d'autres protéines de fusion, qui impliquent souvent des facteurs de trans­

cription. Par exemple, on peut citer des protéines se fixant à l'ADN, comme PBX 

associée à la translocation t(1 ~ 19) (Kamps et al., 1990, Nourse et al.,1990) dans les LAL 

de type pré-B ou encore la fusion ETO/MG8, associée à la t(8~21) (Ohki.1993) dans les 

leucémies aigües myéloïdes, LAM. Cependant, il n'y a pas que des facteurs de transcrip­

tion comme seules protéines impliquées dans des fusions à la suite de translocations. Par 

exemple, la fusion du gène de l'interleukine 2, IL2, avec ce qui semble être une protéine 

à domaine transmembranaire codé par le gène désigné BCM dans les lymphomes à 

cellules T (Laâbi et al., 1992). Il y a aussi le cas intéressant du "platelet-derived growth 

factor" PDGF-B, un récepteur de type tyrosine kinase fusionné au facteur de transcrip­

tion TEL un membre de la famille ETS dans les leucémies chroniques 

myélomonocytaires,(Golub et al., 1994), et une tyrosine kinase, ALK, fusionnée à une 

protéine nucléolaire NPM, dans les LNH (Morris et al., 1994). 

Un exemple important de fusion de facteur de transcription est celui qui apparaît 
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après la translocation t(15;17)( q21 ~q 11-22) dans les LAP. Cette translocation implique 

le gène codant le récepteur de l'acide rétinoïque a (RARa.) (pour revue voir Lavau C. et 

Dejean A., 1994). Les patients présentant une LAP entrent en rémission à la suite d'un 

traitement à l'acide rétinoïque (RA) tout trans, une disparition des blastes leucémiques 

par induction de la différenciation terminale est alors observée . 

Le point de cassure implique le gène RARa. et un gène nommé PML. Le RARa. est 

un récepteur nucléaire dont le ligand est l'acide rétinoïque. En se fixant à l'ADN par 

l'intermédiaire d'une région en doigts de zinc, il activerait un certain nombre de gènes 

cible. 

De la même manière la protéine PML est une protéine contenant un autre type de 

doigts de zinc le motif "RING finger"suivi d'un motif "co il-coi/" pouvant constituer un 

motif d'interaction protéine-protéine. Le produit de fusion PML-RARa. contient la 

majorité des domaines fonctionnels des deux protéines. 

Quel est le rôle de la chimère PML-RARa.? 

Le produit de fusion peut se fixer à l'ADN, mais la situation se complique par la 

capacité à fixer l'acide rétinoïque, la transcription des gènes devant s'opérer de manière 

RA dépendante. 

Un variant de translocation t(11~17)(q23~q21) (Chen et al., 1994) fusionne le 

RARa. à un autre facteur de transcription putatifPLZF pour "Promyelocytic Leukemia 

Zinc Finger",produisantuneprotéine de fusion ressemblant àPML-RARa., dans laquelle 

une partie de RARa. est fusionnée à la partie amine-terminale de P LZF( incluant deux des 

neufs doigts de zinc) (Chen et al., 1994 ). Les translocations dans les LAP pourraient 

donc confèrer de nouvelles spécificités de fixation à l'ADN par le RARa. 

Une situation analogue est celle des cellules de LAL pré-B qui possédent une 

translocation t( 1 ~ 19). Dans ce cas, il y a fusion de la partie amine-terminale du facteur de 

transcription E2A, qui contient un domaine transactivateur, à l'homéodomaine du facteur 

de transcription PBX (Kamps et al., 1990, Nourse et al., 1990), remplaçant la partie 

bHLH de E2A. Les gènes cible fixant l'homéodomaine de PBX dans les protéines de 

fusion sont probablement activés et doivent intervenir dans le développement précoce 

de la tumeur. 

La translocation t( 1 7; 19), assez rare dans les LAL-B, implique un autre produit de 

fusion, E2AJHLF, qui possède un domaine activateur de la transcription (Hunger et 

al., 1992; Inaba et al., 1992). La translocation chromosomique place le gène de fusion 
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sous le contrôle du promoteur E2A, actif dans les cellules lymphoïdes, qui stimule 

probablement des gènes cible normalement controlés par HLF. 

Dans les leucémies de l'enfant, la région 11 q23 est fréquemment affectée par une 

remarquable variété de translocations chromosomiques et de délétions, donnant nais­

sance à des tumeurs de phénotype hématopoïétiques. Dans tous ces cas, le gène MLL 

(appelé aussi ALL-I, HRX, HTRX) (Gu et al., 1992, Tkachuk et al., 1992) est cassé dans 

une étroite région, au niveau des régions codantes du gène. Il en résulte une série de 

protéines chimériques, spécifiques des leucémies aiguës, cruciales dans le développe­

ment de la tumeur et conservant la partie amino-terminale de MLL. Le gène MLL code 

une protéine avec plusieurs motifs: une région N-terminale "AT hook" ou crochet AT, une 

région homologue aux méthyl-transférases (MT) de mammifères, une région avec des 

doigts de zinc et une partie C-terminale homologue au gène tri thorax de drosophile (Gu 

et aL., 1992; Tkachuk et al., 1992), d'où son nom de HTRX (human Trithorax). Dans 

chaque translocation, la région contenant des doigts de zinc de MLL est perdue sur le 

dérivé du chromosome 11. Dans lest( 11; 19), ENL est fusionnée à MLL après la cassure 

du gène ENL, très proche de sa région N-terminale (Tkachuk et al., 1992), qui donne une 

chimère MLL-ENL qui fusionne les régions "AT hook" et MT à un segment protéique 

riche en résidus sérine et proline, pouvant donc jouer un rôle d'activation de la transcrip­

tion. Des phénotypes différents de tumeurs peuvent exprimer des protéines chimériques 

similaires ou identiques, suggérant donc que le phénotype tumoral n'est pas dicté 

uniquement par la translocation seule. La région "AT hook" fixe le petit sillon de l'ADN 

et, de ce fait, doit favoriser l'accès à d'autres facteurs de transcription. Le rôle du domaine 

MT n'est pas clair mais il doit permettre aux protéines de fusion MLL de modifier l'état 

de l'ADN et donc d'affecter la transcription (Rabbitts., 1994). 

En dépit de la grande variété des changements affectant la région 11 q23, deux 

caractéristiques semblent apparaître: 

-les régions en doigts de zinc de MLL sont perdues, abolissant probablement une 

activité de fixation spécifique à l'ADN. 

-les régions "AT hook" et MT sont par contre maintenus, permettant une fixation non 

spécifique à l'ADN et une altération de la méthylation. Il semble que le partenaire de 

fusion ne soit pas important puisque MLL est tronqué. 

Il est donc devenu évident que les protéines de fusion dans les leucémies sont 

fmalement aussi importantes que les activations de proto-oncogènes par juxtaposition 

avec un gène antigène récepteur. 
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Les translocations chromosomiques étudiées dans de nombreuses tumeurs 

hématologiques ont permis d'établir trois principes généraux: 

- Translocations spécifiques et inversions sont impliquées dans l'étiologie de la 

tumeur, activant un proto-oncogène proche du point de cassure dans un grand nombre de 

tumeurs. 

- De nombreuses translocations chromosomiques ou inversions impliquent les 

gènes des lg et du TCR, normalement réarrangés dans le développement lymphoïde, qui 

parfois donnent naissance à la formation d'un transcrit de fusion tumeur spécifique. 

- Le plus fréquemment, des facteurs de transcription sont affectés et il en résulte 

probablement l'activation de gènes cible en amont. 
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* 

Tableau Il 

Activation de gènes par formation de transcrits chimériques 
d'après T.H Rabbitts (1994), et Drexler et al. (1995) 

Types gènes affectés domaines protéiques* protéines de fusion* 

inv(14)(q11;q32) TCRa(14q11) TCRCa VH-TCRca 

VH(14q32} lgVH 

t(9;22)(q34q11) cABL(9q34) tyrosine kinase serine +tyrosine kinase 

BCR(22q11) serine kinase 

t{ 1; 19)(q23;p13.3} PBX1 (1q23) HO AD+HO'' 

E2A(19p13.3} 
c• c• c> 

AO-b-HLH· 

t(17;19)(q22;p13) HLF(17q22) bZIP AD+bZIP 

E2A(19p13.3) AD-bHLH 

t( 15; 17)( q2.1 ;q11-22). PML(15q21) -· ZNF ZNF+Domainesdefixation 

RARA(17q21) recepteur Acretinoiccx du DNARAR ètdu ligand 

t(11;17)((q23;q21} PLZF(11q23) . ZNF ZNF+oomainesde fixation 

RARA(17q21) RARa du DNA RAR et du ligand 

t(4;11)(q21 ;q23). MLL(11q23) AThook/ZNF AThOok+ser-pro 

AF4(4q21) riche en seretpro 

t(9;11 )(q21 ;q23) MLL(11q23) AThook!ZNF AThook+ser-pro 

AF9/MLL T3 (9p22) riche en ser et pro 

t(11;19)(q23;p13) MLL(11q23} AThookiZNF AThook+ser-pro 

ENL(19p13) richeenseretpro. · 

t(X;11 )(p13;q23) MLL(11q23) AThook/ZNF A Thook+ser-pro 

AFX1 (Xq13) riche en ser et pro 

t( 1; 11 )(p32;q23) MLL(11q23) AThookiZNF AThOok+? 

AF1P(1p32) homologuedeEps15 

t(6;11)(q27;q23) MLL(11q23) AThook/ZNF AThook+? 

AF6(6q27) homologue de la myosine 

t(11;17)(q23;q21) MLL(11q23) AThook/ZNF AThook+ZIP 

AF17(17q21) .. riche en cys 1 ZIP 

t(8;21 )(q22;q22) AML 1 (21q22) DNAbinding DNA binding + ZNF 

ETOIMTG8(8q22) ZNF 

t(3;21 )(q26;q22) AML 1 (21q22). DNAbinding DNAbinding+ZNF 

EVI1 (3q26). ZNF 

t(6;9)(p23;q34) DEK(6p23) ? ?+ZIP 

CAN(9q34) ZIP 

9;9? ·sET(9q34)' ? ?+ZJP 

CAN(9p34) ZlP 
t(4;16)(q26;p13) IL2(4q26) IL2 IL2/TM 

BÇ~(16p13) .. ?/domaine TM 

inv(2;2)(p13;p11.2·14) REL(2p13) DNAbinding actiVator ·· DNAbinding+? 

NRG (2p11.2614} . incoi'!OU 

inv( 16)(p13.q22) MyosinMYH11(16p13) DNA binding? 

CBF-[3 (16q22) 

t(5;12)(q33;p13) POGF-[3(5q33) Recepteur kinase ·Kinase+DNAbinding 

TEL(12p13Y _EtslikeDNAbinding 

t(2;5)(p23;q35) NPM(5q35) phosphoproteine nucléolaire N terminal NPM+kinase 

ALK(2p23) Tyrosine kinase 

AD: domaine transactivateur; HO: homéo-domaine; ZIP: motif leucine-zipper, ZNF: doigt de zinc; 

** voir tableau 1 
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pathologies** 

T/Blymphoma 

LMC/LAL 

LALpré-8 

LALpré-8 

I.AP 

LAP 

LAULALpré-8/LANL 

LAULALpré-B/LANL 

LAULALpré-BILANL 

LAL-T 

LAL 

LAL 

LAM 

LAM 

LMC 

LAM 

LANO 

LymphomeT 

LNH 

LAM 

LMMC 

LNH 



Il- Mécanismes moléculaires des translocations. 

a) Mécanismes de recombinaison des lg: 

Au cours de la maturation lymphoïde, les gènes d'Ig et du TCR réarrangent leurs 

séquences constituées de parties variables V, de diversité D et de jonction J 

(Tonegawa., 1983 ). Ces recombinaisons s'effectuent grâce à l'intervention, dans un 

processus enzymatique, de la V-D-J recombinase qui reconnaît des séquences " signaux" 

spécifiques adjacentes aux différents segments V,D et J (Tonogawa et al., 1983). Ces 

séquences sont composées d'un héptamère séparé par 12 ou 23 paires de bases d'un 

nonamère. Les plus courantes pour les segments V des chaînes lourdes ou légères sont 

CACAGTG. .. ACA (Aff) AAACC ou pour les segments J, GGTTTTTGT. .. CACTGTG. Ces 

séquences conservées sont donc quasiment inverses-complémentaires entre elles, leur 

appariemment formant la boucle "12 mers 23 mers". L'intervention de la recombinase 

permet la jonction d'un segment avec un autre selon le schéma ci-dessous. 

IUBtà& 

. . .... •3---7':: 

a-R:JIVI:B:JVE22 , 

Figure 1: Représentation schématique des signaux de jonction des gènes d'tg. 

Ce processus est parfois imprécis. Au site de jonction, des nucléotides peuvent être 

délétés, substitués ou ajoutés constituant la "région N". Cette région est corrélée avec la 

présence de la TdT (Terminal deoxynucleotidyl Transférase) (Desiderio et al., 1984). 
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Durant la commutation de classe des lg, après stimulation antigénique, un gène VH 

se lie directement à un gène Cy ou Ca. Dans ce cas, la recombinaison s'opère grâce à des 

séquences reliant les gènes VH et CH, séquences composées de répétitions en tandem du 

type TGAGC ou TGGGG (Kataoka et al., 1981), nommées régions" Switch: S". Ces 

recombinaisons homologues sont réalisées par la recombinase spécifique de classe. 

Ces séquences ressemblent à d'autres séquences dites "Chi" (Kenter et 

Brtshtein.1981 ~ Smith., 1983 ), octamère GCTGGTGG. Stimulant la recombinaison 

homologue en général, elles facilitent la commutation de classe des chaînes lourdes des 

lg. 

b) Séquences retrouvées à proximité des remaniements chromosomiques 

et mécanismes de translocation: 

Des erreurs de recombinaison mitotique survenant au cours des réarrangements des 

gènes des Ig ou du TCR pourraient expliquer la récurrence des translocations. On a 

éffectivement mis en évidence, à proximité des points de cassure, des signaux de 

recombinaison qui pourraient participer aux réarrangements de ces gènes. Ces signaux 

sont soit des séquences héptamère/nonamère (Tonogawa ., 1983) soit des séquences S 

(Schmizu et Hon jo. 1984) ou des séquences Chi (Kenter et Birshtein., 1981 ). 

Dans le cas du lymphome de Burkitt, l'étude des séquences situées de part et d'autre 

des translocations t(8~14), est particulièrement intéressante. Le LB africain des zones 

endémiques se distingue du LB sporadique, non seulement par son association avec l'EBV 

comme nous l'avons décrit précédemment, mais également par les séquences qui ont été 

retrouvées à proximité des différents points de cassure (Peluci et al., 1986): des 

séquences heptamères/nonamères retrouvées dans les lymphomes africains reflètent des 

erreurs de recombinaison qui se produiraient lors des réarrangements VDJ qui condui­

sent aux gènes fonctionnels. Dans le cas du lymphome sporadique de type européen, des 

séquences S, retrouvées à proximité des points de cassure, témoignent d'erreurs qui 

surviendraient plutôt lors de la commutation de classe des lg. 

Des séquences susceptibles de faciliter les translocations ont également été 

recherchées à proximité de translocations récurrentes n'impliquant pas les gènes d'Ig ou 

des TCR. Des répétitions de "séquences Alu" ont été localisées à proximité du gène PBX 1 

impliqué dans la translocation t( 4~ 11) des LAL pré-B (Djabali et al., 1992). 

Au niveau des régions de cassure dans les translocations impliquant des oncogènes, 
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Tableau Ill 
Consensus "chi-like" retrouvé au niveau des points de cassure des réarrangements abérrants des oncogènes 

d'après M. Krowczynska (1990) 
(consensus: GC(AIT)GG(AIT)GG les séquences identigues au consensus sont soulignées). 

oncogène tumeur/lignée cellulaire région impliquée consensus distance du point origine du 
de cassure consensus 

c-myc Daudi DJH GCAGGTGG Obp Ch14 
t(8;14) EW36 Su, y GCAGGTGG 2bp Ch14 

GCAGGAGG 12 bp 
SKW-3 Ja GCAGGAAG 2 bp Ch14 

GCTGGTGG 42bp CH14 

bc/2 FL1003 JH6 GAAGGAGG Obp Ch18 
((14;18) GCAGGAGG 9bp 

ALL 144 JH4 GAAGGAGG Obp Ch18 
GCAGGAGG 9bp 

JLN JH4 GAAGGAGG 2 bp Ch18 
GCAGGAGG 11 bp 

FL 7832 JH4 GAAGGAGG 53bp Ch18 
GCAGGAGG 62bp 

SU-DHL-6 JH6 GAAGGAGG 85bp Ch18 
GCAGGAGG 94bp 

FL 1144 JH6 GAAGGAGG 103bp Ch18 
GCAGGAGG 112 bp 

bc/1 CLL 1386 JH4 TCAGGAGG 12 bp Ch11 
t(11 ;14) 

CLL271 JH4 TCAGGAGG 7bp Ch11 

tc/2 8511 DDJy GAAGGAGG 10 bp Ch14 
t(11;14) GCTGGGGG 24bp Ch14 

LALW-2 DJy GCTGGGGG 9bp Ch14 
-------------------

. 



il fut retrouvé des séquences octamères "chi-like", séquences GC (AIT) GG( AIT) GG 

(Krowczynska et al., 1990). Dans ces translocations créées apparemment par la VDJ 

recombinase, cette séquence" chi-like" fut trouvée avec une forte probabilité ( p < 1 o-• 0), 

à quelques bases à peine du point de cassure. Trois réarrangements de BCL2 se situent 

précisément à côté de ce consensus qui définit la bordure 5' du MTC de cet oncogène. 

Plusieurs cas de translocation impliquant l'oncogèneMYC apparaissent également à 2 pb 

de cette séquence octamère. L'existence de cette séquence, au sein même du site de 

translocation, suggère donc une fonction dans le processus de recombinaison spécifique 

au site "chi". Elle représenterait un signal subsidiaire de recombinaison dans les 

réarrangements des gènes des Ig. Ce consensus semble donc être tout aussi important que 

les séquences signaux héptamère/nonamère pour la VDJ recombinase, dans certains 

groupes de réarrangements, ces séquences joueraient un rôle accélérateur de la "VDJ 

recombinaison"(Smith., 1983 ~ Kenter et Birshtein. 1981 ). 
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PROTEINES POSSEDANT UN DOMAINE 

D'INTERACTION PROTEINE-PROTEINE 

DE TYPE BTBIPOZ 
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1- Généralités sur les motifs apparentés aux doigts de zinc. 

Les interactions protéine - ADN sont impliquées dans des processus nombreux et 

fondamentaux comme la transcription, la réplication, la recombinaison et la restriction. 

Les interactions spécifiques avec l'ADN sont possibles grâce à l'existence de divers 

motifs structuraux des protéines. Parmi les motifs structuraux de liaison à l'ADN, il 

existe les structures en hélice-coude-hélice (Harrison et al., 1991 ), les homéoprotéines 

( Gehring et al., 1987). Certaines homéoprotéines possèdent d'autres motifs impliqués 

dans la reconnaissance de séquences d'ADN au voisinage du domaine homéo, comme le 

domaine paired (prd) (Bopp et al., 1986), ou le domaine POU (Herr et al., 1988). Un 

autre domaine de liaison à l'ADN est représenté par le motif basique hélicoïdal leucine 

zipper (b ZIP) (Landschulz et al., 1988; Vison et al., 1989). Parmi ces motifs, les plus 

couramment utilisés semblent être les motifs pouvant fixer le zinc. Ils peuvent être 

subdivisés en 6 grandes classes. 

Le motif à doigts de zinc le plus courant est représenté par le motif de type 

C2H2, caractérisé par2 cystéines et 2 histidines conservées qui fixent "tetraédriquement" 

un atome de zinc, ce qui stabilise une structure secondaire comprenant deux feuillets P 
antiparallèles et une hélice a. La partie N-terminale de chaque hélice a est responsable 

des interactions spécifiques avec l'ADN, chaque doigt reconnaissant 3 paires de bases 

(Lovering et al., 1993). Le prototype de ce motif est constitué par le facteur de 

transcription de la RN A polymérase III de xénope (TFIIIA) (Miller et al., 1985). Le motif 

a ensuite été identifié chez la levure, la Drosophile et parmi les vertébrés, dans des 

protéines jouant un rôle important dans des fonctions de régulation comme la protéine 

Krüppel (Kr) de Drosophile (Sawer et Jiickle., 1993). 

Le motif à doigts de zinc de type C4. Cette seconde classe a été décrite avec des 

protéines de la famille des récepteurs nucléaires stéroïdes, différent du doigt de zinc 

classique par le fait qu'il fixe deux atomes de zinc (Schwabe J.W.R & Rhodes D, 1991) 

pour former un domaine simplement replié avec 4 cystéines liant un atome de zinc. Le 

mode de fixation de ce domaine à l'ADN diffère de celui du doigt de zinc C2H2 classique 

car le récepteur se fixe comme un dimère à une séquence d'ADN palindromique. 
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Le motif GAL4. 

La troisième classe est représentée par le motif de fixation à l'ADN du facteur de 

transcription de Levure GAL4 (Kraulis P. et al., 1992), qui fixe deux atomes de zinc par 

6 cystéines. Ce motif utilise également une hélice a pour une fixation spécifique à 

l'ADN. 

Le motif GATA1. 

GAT Al est unfacteurdetranscriptionmurincodantuneprotéine se fixant à l'ADN 

et s'exprime principalement dans des cellules erythroïdes, mégacaryocytes et dans des 

cellules glandulaires et testiculaires. Cette protéine possède 2 domaines ressemblant au 

doigt de zinc de type C-X2-C-X17-C-X2-C (Whyatt et al., 1993). La fixation du facteur 

GAT Al à l'ADN est réalisée grâce à ces 2 domaines de type doigts de zinc. Des protéines 

de la même famille, nommées GATA2, GATA3 et GATA4 furent identifiées à cause de 

leurs fortes homologies dans les régions en doigts de zinc. Tous ces facteurs GATA se 

fixent sur les consensus GATA avec une forte affinité (Ko et al., 1993; Merika et al., 

1993) 

Le motif RING F/NGER. 

C'est un motif riche en résidus cystéines qui provient de la séquence du gène 

humain RING 1, gène proche du Complex Majeur d'Histocompatibilité (CMH) sur le 

chromosome 6. Ce motif est décrit comme C-X2-C-X(9-27)-C-X(1-3)-H-X2-C-X2-

C-X( 4-48)-C-X2-C (Freemont. 1993). Une cinquantaine de membres sont actuellement 

connus dans cette nouvelle famille qui comprend des gènes impliqués dans la régulation 

du développement et dans la différenciation cellulaire. 

Il existe un variant du motif RING FIN GER décrit ci-dessus où avec la 4ème 

cystéine est remplacée par une histidine. Cette 2ème famille de protéines RING 

comprend des protéines dont la fonction suggérée est l'interaction protéine-protéine ou 

protéine-membrane (Freemont. 1993; Borden et al., 1995). 

Une sous-classe parmi les protéines RING FIN GER est définie par la présence 

d'un second motif riche en cystéines appelé" B-Box" et un motif "coiled coil" de 

localisation C-terminale par rapport au motif RING FIN GER Dans cette sous famille, 

on trouve les protéines RET, PML, T18, TIF ayant des propriétés de transformation 

cellulaire lorsqu'elles sont retrouvées sous forme de protéines de fusion chez l'homme 

et la souris (Freemont. 1993 ). 
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Le motif LIM. 

-LIM homéodomaine 

Ce dernier motif protéique apparenté au motif à doigt de zinc, riche en cys té ines, 

est du type C-X2-C-X( 17-19)-H-X2-C-X2-C-X2-C-X( 1 0-20)-C-X2-D/H/C 

(Schmeichel et Berckerle. 1994). On trouve ce motif dans une variété de protéines 

possédant des fonctions et des distributions sub-cellulaires diverses incluant des 

facteurs de transcription, des proto-oncogènes, des composants de la plaque d'adhésion 

et du cytosquelette. Ce motif LIM a tout d'abord été identifié dans 3 facteurs de 

transcription importants pour le développement Lin-Il, Isl-1 de rat et Mec 3 de 

C.elegans d'où l'acronyme LIM est dérivé (Freyd et al1990~ Karlsson et al1990). 

Chacun des membres de la famille LIM est composé de deux régions séparées et 

répétées en tandem du motif LIM lié à un domaine homéodomaine et un domaine 

potentiel d'activation de la transcription (LIM homéodomain). Depuis, un certain 

nombre de protéines requises pour la détermination du destin des cellules durant le 

développement ont maintenant été identifiées (Crawford et al1994). 

-LIM seul. 

Cette seconde classe de protéines LIM appelées "LIM only" pour LIM seul, ne 

possède pas d'homéodomaine (domaine classique de fixation à l'ADN) mais sont 

caractérisées par 1 à 3 domaines LIM . Parmi les protéines rentrant dans cette sous­

classe, un grand nombre sont supposées jou er un rôle dans la transmission du signal, le 

contrôle et le destin des cellules. En dépit du fait que les domaines LIM sont des 

caractéristiques prédominantes de certaines protéines possédant un rôle physiologique 

essentiel, la fonction de ce domaine n'a pas encore été réellement définie et une 

controverse persiste pour savoir si ce domaine intervient dans des interactions protéine­

protéine et/ou protéine-acide nucléique (Freyd et al., 1990, Rabbit et Boehm. 1990, 

Sadler et al., 1992, Sanchez-Garcia et Rabbitts. 1994 ). Récemment l'étude d'une 

protéine de la plaque d'adhésion, la zyxin, possédant en C-terminal3 domaines LIM, a 

montré qu'elle semble fonctionner comme une unité responsable des interactions 

protéine-protéine. En effet, un des trois domaines LIM de la zyxin a été montré suffisant 

pour l'établissement d'une association avec une protéine riche en cystéine: la protéine 

CRP (Michelsen et al., 1994~ Kosa et al., 1994). 
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L'analyse comparative d'éléments communs, en dehors des répétitions en doigts de 

zinc, a permis l'identification de domaines structuraux conservés, comme le domaine 

FAX {Knôchel et al., 1989) trouvé dans un grand nombre de protéines ZFPs, protéines 

à doigts de zinc de Xénope. Le domaine KRAB (Krüppel Associated Box) ou BFP qui 

apparaît similaire (Rosati et al., 1991) et un domaine identifié dans des protéines ZFPs 

chez l'homme, la souris et le xénope qui est responsable d'une activité transrépressive. 

Un grand nombre de protéines à doigts de zinc qui contiennent la séquence 

conservée de 6 acides aminés HIC entre les 2 doigts, sont classées comme membre de 

la sous-famille Krüppel de protéines à doigt de zinc. Finalement, certaines protéines à 

doigts de zinc partagent avec des protéines de poxvirus et des protéines se fixant à l'actine 

une région, généralement amino-terminale, conservée nommée domaine BTB/POZ 

(Zollman, et al., 1994; Bardwell et Treisman.1994) pour Bric à brac, Tramtrack, Broad 

complex 1 Poxvirus Zinc finger . Cette région hydrophobe de 120 acides aminés est 

également appelée ZIN (Zinc finger Nterminal ) ( Numoto et al., 1993) ou TAB 

(Sugawara et al., 1994). 

Doigt de zinc (ressemblant à TF IliA) 
C1-X(2-4)-C2-X12-H3-X(3-4)-H4 

Récepteur nucléaire 
C 1-X2-C2-X13-C3-X2-C4-X 14-C5-X6-C6-X9-C7 -X2-C8 

Domaine régulateur de la protéine kinase C 
C1-X2-C2-X(13-14)-C3-X2-C4-X7-C5-X7-C6 

GAL4 
C 1-X2-C2-X6-C3-X6-C4-X2-C5-X6-C6 

Boite-S (associée aux RING ting er) 
C1-X2-H2-X7 -C3-X7 -C4-X2-C5-X5-H6-X2-H7 

MotifLIM 
C1-X2-C2-X(17-19)-H3-X2-C4-X2-C5-X2-C6-X(7-11)-C7-X8-C8 

RINGfinger 
C1-X2-C2-X(9-27)-C3-X(1-3)-H4-X2-C5-X2-C6-X(4-48)-C7-X2-C8 

Figure 2: Comparaison des motifs RING finger avec les autres motifs riches en cystéine. 
Cystéine (C) et Histidine (H) en gras, X représente n'importe quel acide aminé. 
d'après S. Freemont (1993) 
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Il- Mise en évidence des protéines BTB/POZ: 

La notion de domaine BTB/POZ vint d'abord de la comparaison des protéines de 

drosophile : tramtrack (TTK) et broad complex (BRC) . 

TTK est une protéine de type C2H2 clonée par sa capacité à se fixer à l'ADN au 

niveau du promoteur du gène fus hi tarazu (ftz), un gène pair- rule (Harrison et Travers. 

1990). TTK est un répresseur transcriptionnel des gènesftz, eve, odd, run, et en (Xiong 

et Montel. 1993, Brown et Wu. 1993 ), et est également requis pour la détermination du 

destin des cellules au niveau de l'oeil de Drosophile. Ce gène ttk code 2 protéines de 69 

et 88 KDa (P69 et P88) possédant deux paires de doigts de zinc (Read et Manley, 1 992). 

La protéine P69 fut purifiée sur la base de sa fixation sur les régions régulatrices 

de 2 gènes pair-rule fushi tarazu (ftz) (un membre de la classe des gènes pair-rule de 

segmentation exprimés dans l'embryon de Drosophile) et even skipped (eve). Quant à la 

P88, elle a été montrée se fixant sur une région régulatrice du gène engrailed (en), qui 

est un gène de polarité des segments . Les deux protéines P69 et P88 sont identiques sur 

leur 286 résidus N-terminaux mais possèdent une région C-terminale en doigts de zinc 

différente. 

BR-C est activable par la 2B5-ecdysone et représente un élément essentiel dans la 

métamorphose de la Drosophile. Les clônes d'ADN c hybridant avec cette région génomique 

défmissent une famille de 4 protéines (Dibello et al., 1991) nommées de Z1 à Z4, 

possédant des ressemblances (Von kalm et al., 1994 ). Toutes ces protéines possèdent en 

effet une région N-terminale de 431 résidus (appelé "BR core") fusionnée à une région 

C-terminale alternative de paire de doigts de zinc ainsi que d'autres domaines riches en 

acides aminés particuliers. 

Au sein de ce "BRcore", 113 acides aminés N-terminaux présentent une forte 

homologie (55% d'identité) avec une région de même taille dans la protéine TTK (Dibello 

et al., 1991 ). 

Par la suite, on découvrit une forte homologie de séquence entre le domaine N­

terminal commun à BRC et TTK, et une partie amino terminale de 7 protéines virales de 

fonctions inconnues trouvées parmi 3 poxvirus distincts (Koonin et al., 1992) et grâce 

au clonage préalable d'une protéine humaine à doigts de zinc : KUP (Chardin et al., 1991). 

Ceci fut à l'origine de la découverte de ce domaine BTB/POZ retrouvé parmi de 

nombreux vertébrés et contenant actuellement 35 membres protéiques. L' i rn-

-31-



portance de ce nouveau domaine devint évidente ces deux dernières années avec le 

clonage de nouveaux membres, comprenant des protéines complètes ou des séquences 

codantes de parties de protéines, isolées par PCR ou par comparaison dans des bases de 

données. Ces membres se séparent en 3 classes distinctes en fonction de la présence de 

motifs structuraux particuliers et/ou de leur rôle biologique putatif 

Ill- Classification des protéinesBTB/POZ. (d'après la revue de Albagli et al., 

1995). 

Parmis les quelques 35 protéines contenant un domaine BTB/POZ connues à 

l'heure actuelle, la majeure partie (23) constitue une classe de protéines nucléaires 

contenant pour la plupart des doigts de zinc. Elles peuvent se diviser en 3 catégories: 

- Des protéines isolées grâce à leur interaction avec des éléments de réponse dans 

des promoteurs cibles connus. 

-Deux protéines impliquées dans des cancers humains: LAZ3/BCL6 dans les LNH 

et PLZF dans les LAP. 

- Des protéines jouant un rôle dans la régulation du développement chez la 

Drosophile. 

Les protéines BTB/POZ interagissant avec l'ADN. 

La plupart des membres de cette classe sont des protéines comportant un motif en 

doigts de zinc. Parmi les gènes récemment clonés contenant un domaine B TB/POZ lié à 

un domaine en doigts de zinc, on trouve : 

Le réprésseur transcriptionnel ZF5. 

Il correspond à un ADNe murin isolé sur la base de ses capacités à se fixer à l'ADN 

(Numoto et al., 1993 ), codant une protéine de type C2H2, qui contient en C-terminal 5 

doigts de zinc de type Krüppel et caractérisée par une portion N -terminale où 41 acides 

aminés sont homologues à la région amino-terminale de plusieurs autres protéines, 

comme la protéine KUP humaine et plusieurs protéines à doigts de zinc de drosophile. 

Ce domaine, appelé ZIN par ces auteurs, correspond en fait au domaine BTB/POZ. ZF5 

se fixe sur 2 sites dans le promoteur du gène MYC et sur 50 paires de base du promoteur 
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de la thymidine kinase du virus de l'herpès simplex. ZF5 code nnrépresseurtranscriptionnel, 

son domaine de répression étant localisé dans une région amino-terminale par rapport au 

domaine en doigts de zinc. 

PLZF: 

C'est nn gène localisé sur le chromosome 11 qui est fusionné dans les Leucémies 

Aigues Promyélocytaires (LAP) au gène codant le récepteur a de l'acide rétinoïque 

(RARa) donnant 2 protéines de fusion réciproques. L'nne contient le domaine A du 

RARa fusionné au C-terminal de PLZF, l'autre contenant le N-terminal de PLZF 

fusionné aux domaines B à Fcontenant l'ensemble des domaines fonctionnels du RARa. 

PLZF code nn facteur de transcription contenant une région C-terminale de type C2H2. 

Les 100 premiers acides aminés de la région N-terminale correspondent au domaine 

d'homologie avec les gènes LAZ3, ZF5, ttk. Ce domaine, supposé répresseur, pourrait 

induire des interactions protéine-protéine, PLZF serait capable de s'auto associer. PLZF 

contient également un domaine acide d'activation transcriptionnelle suggérant qu'il est 

capable de réguler positivement ou négativement la transcription ( English et al., 1994) 

(Chen et al., 1994). 

LAZ3/BCL6: 

Il représente un proto-oncogène putatif, tronqué en 5' de ses régions codantes lors 

des translocations chromosomiques impliquantlarégion3q27, dans les LNH (Kerckaert 

et al., 1993, Ye et al., 1993b; Miki et al., 1994). 

ZID (Zinc fin ger prote in with Interaction Domain) 

Le gène ZID code une protéine à doigts de zinc dont les 120 premiers acides aminés 

constituent nn domaine de type BTB/POZ (Bard weil et Treisman., 1994 ). La partie en 

doigts de zinc de ZID interagit avec une région "CARG box" au niveau du promoteur de 

l'actine squelettique humaine. Le domaine BTB/POZ, agissant comme un domaine 

d'interaction protéine-protéine, inhiberait en transfection le domaine de fixation à l'ADN 

et apparaît localiser la protéine ZID dans des régions discrètes du noyau (Bard weil et 

Treisman., 1994). 
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CLONE lB 

En criblant une banque d'ADN c avec des sondes oligonucléotidiques contenant des 

éléments du gène DPA du Complexe Majeur d'Histocompatibilité ( CMH) de classe II, un 

clône d'ADNe nommé clone 18 a été isolé (Sugawara et al., 1994). Ce clone code une 

protéine de 688 acides aminés contenant en C-terminal de la protéine 11 motifs en doigt 

de zinc de type C2H2. 

Les 160 résidus N-terminaux de clone 18, possédent de fortes homologies et 

similarités aux protéines ( humaines de souris et de drosophile) ce qui le classe parmi 

la sous famille de protéines à doigts de zinc de type Krüppel. Ce domaine N-terminal a 

été désigné par ces auteurs TAB, pour "Tramtrack Associated Box" (Sugawara 1994). 

D'après les homologies structurales de sa région N-terminale avec des protéines 

impliquées dans le contrôle du développement, clone 18 est supposé fonctionner comme 

un facteur de transcription se fixant à l'ADN qui régulerait la différenciation cellulaire. 

Cependant si clone 18 est impliqué dans l'activation du locus DPA du CMH de classe II 

durant le développement des cellules B, quelques questions restent sans réponse. En 

effet, des tests de transactivation ont montré que les 125 premiers acides aminés amino­

terminaux n'activent pas la transcription. La région N -termînaie (acides aminés 1 à 195) 

possède un pouvoir transactivateur faible. La protéine entière transactive peu, seuls les 

acides aminés 1 à 444 transactivent, en raison d'une région acide probablement 

transactivatrice, localisée parmi les acides aminés 216 à 254 entre la région N -terminale 

et les doigts de zinc. Cependant, dans le cas du clone 18, contrairement à ce qui est décrit 

pour ZID, ce domaine BTB/POZ n'empêcherait pas la fixation des doigts de zinc sur sa 

cible nucléique représentée par les éléments Set J du gène DPA (Sugawara et al., 1994). 

rFBP-B. 

Dans le but de rechercher des éléments régulateurs qui interviennent dans 

l'expression spécifique du gène du cristallin chez la souris, 3 clônes d'ADN c, codant des 

protéines contenant chacune 5 motifs en doigts de zinc, ont été isolés grâce à leur 

capacité à se fixer spécifiquement au motif de fixation y FI des régions promotrices du 

gène de la y F -cristalline. Ces ADN c représentant des produits différents dûs à l'épissage 

alternatif d'un même gène, le yFBP(Liu et al., 1994). Une de ces isoformes, le yFBP­

B , code une protéine de 641 acides aminés . Elle présente dans sa portion C-terminale 

un motifC2H2 et une homologie N-terminale aux protéines BTB/POZ. Cette isoforme 
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fonctionne comme un répresseur transcriptionnel dans les cellules du cristallin et son 

expression est régulée durant le développement du cristallin, ce qui suggère un rôle de 

cette isoforme dans l'expression du gène du yF cristalline qui est régulée au cours du 

développement. Le profil d'expression de ces isoformes, 'Y FBPs, suggère un rôle 

régulateur dans la spécification et/ou différenciation du sclérotome. 

Les facteurs Z13 et le répresseur du promoteur Adh de Drosophile. 

Ces facteurs sont cités comme communication personnelle dans deux publications 

récentes (Bardwell et Treisman., 1994 ~ Xue et Cooley., 1 993) et ne sont pas présents dans 

la banque de donnée. Il semblerait cependant que le répresseur du promoteur Adh de 

Drosophile serait le facteur GAGA ( Couderc J.L. communication personnelle) 

Le facteur de transcription de Drosophile GAGA. (Soeller et al., 1993) 

Le facteur GAGA fut identifié comme une protéine se fixant sur le promoteur du 

gène de drosophile Ultrabithorax ( Ubx) (gène important dans le développement de la 

drosophile), et stimule sa transcription in vitro. Les sites de fixation de ce facteur GAGA 

sont retrouvés parmi les promoteurs de plusieurs autres gènes de Drosophile: Ubx 

(Biggin et Tjian., 1988)), hsp70 (Lee et al., 1992), hsp26 (Lu et al., 1993), E74 

(Thummel.1989), krüppel (Kerrigan et al., 1991 ), eve (Read et al., 1990),/tz (Topol et 

al., 1991 ), ainsi que le gène codant l'alcool deshydrogénase (Adh) (Benyajati et al., 

1992), la chaine B2 de la laminin et les histones H3 et H4 . Ce facteur fut d'abord 

considéré comme un activateurtranscriptionnel classique (Biggin et Tjian., 1988) et plus 

récemment, des études in vitro et in vivo ont montré que ce facteur activait la transcrip­

tion en agissant comme un anti-répresseur en générant des régions promotrices sans 

nucléosomes (Tsukiyama et al., 1994 ). Deux modèles ont été proposés pour expliquer 

le mode d'action de la protéine GAGA (Farkas et al., 1994). Les sites de fixation pour 

cette protéine sont nécessaires pour une activation optimale et l'accessibilité à la 

nucléase dans le trans gène de fusion hsp26-lacZ, suggérant que la fonction de GAGA est 

de "préparer" les séquences régulatrices de ces cibles dans un état ouvert sans nucléosome 

et donc de prédisposer les gènes cible pour leur activation transcriptionnelle. GAGA 

semble neutraliser l'activité inhibitrice de l'histone Hl (Raffet al., 1994). Il a donc été 

suggéré que cette protéine soit un anti-répresseur qui prévient la fixation non spécifique 

de l'histone Hl dans des régions critiques des promoteurs cibles (Croston et al., 1994). 
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Le facteur de Drosophile lola (longitudinal lacking) (Giniger et al., 1994). 

Des mutations dans le gène lola provoquent des anomalies dans le développement 

de la trajectoire de l'axone dans le système nerveux central embryonnaire de la Drosophile. 

Donc, lola serait un facteur de transcription putatif requis pour la croissance et la 

direction de l'axone chez la Drosophile. Il agirait de la même façon que d'autres gènes 

tels que logo, Not ch et delta. Le gène lola code 2 protéines de localisation nucléaire par 

épissage alternatif, protéines contenant un motif N -terminal de type BTB/POZ. Comme 

ttk et BRC, l'un des 2 produits caractérisés du locus lola contient des motifs en doigts 

de Zinc, l'autre forme de la protéine exprimée préférentiellement dans les neurones ne 

posséde pas de motif de fixation à l'ADN identifiable. La région de type BTB/POZ de lola 

pourrait être impliquée dans des interactions de type protéine-protéine avec un domaine 

de liaison à l'ADN permettant la fonction de régulateur transcriptionnel (Giniger et al., 

1994). 

Dans ce groupe nous avons également inclus le gène Bric à Brac (bab) de Drosophile. 

Le gène bab fut cloné comme un ADNe incomplet de 381 paires de bases codant 

une protéine nucléaire qui contient dans sa région amino-terminaie un domaine de type 

BTB mais dont la partie C-terminale n'est pas connue. Ce gène est requis pour le 

développement des membres et des ovaires chez Drosophila melanogaster ( Godt et al., 

1993). Des mutants pour bab possèdent un phénotype de type homéotique au niveau de 

la patte. De plus, bab est exprimé selon un gradient discontinu le long de l'axe distal du 

tarse. Au niveau des ovaires de la Drosophile, la protéine BAB est requise pour un 

développement harmonieux des filaments terminaux des ovaires à l'état larvaire, eux 

même requis pour le développement des ovarioles. Des mutations de bab conduisent à 

la formation d'ovaires désorganisés et à l'obtention de femelles stériles. Une analyse 

fonctionnelle du domaine BTB de BAB montre que la moitié de la région amine­

terminale possède une activité de dimérisation, les résidus 1 à 51 étant nécéssaires et 

suffisants pour la fixation (Chen et al., 1995Y Les acides aminés 1 à 49 forment une 

structure en hélice a qui posséde une face hydrophobe et riche en résidus leucine sur 

à peu près la moitié de cette structure. L'analyse de mutants ponctués montre l'importance 

de ces résidus pour la dimérisation. Il semble également que les résidus lysine 43 et acide 

aspartique 35 (K43 et D35) soient nécessaires pour la dimérisation, en effet, un 

changement dans la charge de ces résidus empêche la fixation avec un domaine BTB 
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sauvage. Seuls les doubles mutants possèdent la capacité de se fixer entre eux, ce qui 

suppose qu'une interaction ionique entre ces 2 résidus D35 et K43 serait requise pour 

l'interaction entre 2 domaines BTB/POZ (Chen et al., 1995). Il a récemment été montré 

que le locus bab contient un deuxième gène,BTBII, qui possèderait un domaine BTB/ 

POZ très similaire aux autres BTB/POZ, ce qui laisserait supposer qu'il permet égale­

ment une homo ou hétéromérisation. Il semble que ces deux gènes interagissent durant 

le développement de l'oeuf et de l'ovaire. D'autre part, BTBII à BTBVII (Zollman et al., 

1994) qui représentent 5 nouvelles séquences partielles de gènes de Drosophile ont été 

clonés par PCR en utilisant des amorces dégénérées provenant du domaine conservé 

BTB/POZ de bab. 

La plupart des protéines de cette classe sont donc des protéines qui contiennent des 

motifs en doigts de zinc, une exception est constituée par l'enhancer de la "PEV 

(Position E.ffect Variegation) E(var)3-93D". 

Ce facteur est dépourvu de motif en doigts de zinc dans sa partie C-terminale mais 

est riche en répétitions d'acides aminés acides et basiques, une caractéristique souvent 

associée aux protéines fixant l'ADN avec une spécificité assez lâche (Dom et al., I 993 ). 

Le gène qui code E(var)3-93D est localisé dans la région 3D sur le bras 3R du 

chromosome de la Drosophile. 

Chez la Drosophile, les mutations qui modifient la P EV (état de condensation 

locale de la chromatine, connecté avec l'inactivation de gènes) ont souvent été utilisées 

avec succès pour disséquer génétiquement les composants de la chromatine (Henikoff. 

1990). 

La région acide N-terminale semble importante pour l'interaction avec le DNA et 

le domaine hydrophobe conservé impliqué dans des interactions protéine-protéine. Des 

mutations E(var) entraînent également une expression inappropriée des gènes 

homéotiques. 

Les protéines BRC, le facteur GAGA, E(var)3 930, BAB et ITK sont classées 

dans un sous-groupe appelé groupe tt k. Le pourcentage d'identité pour le domaine BTB/ 

POZ dans ce sous-groupe est de 49% comparé à 24% entre les protéines de ce sous -

groupe et les autres protéines BTB/POZ (Zollman et al., 1994 ). 
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Seconde classe de protéines BTB/POZ: 

Elle est constituée: 

- des protéines virales provenant de 3 groupes distincts de poxvirus (Koonin et al., 

1992) nommés Vaccinia, Myxoma et Shope Fibrosarcoma, 

- du gène Kelch de Drosophile ( Xue et Cooley. 1993 ), 

- des protéines putatives déduites du séquençage du chromosome III de 

Caenorhabditis elegans (Wilson et al., 1994). 

Ces protéines ont une caractéristique structurale commune : une région N­

terminale BTB/POZ liée à 6 répétitions de 50 acides aminés, terminée par des doublets 

GLY-GLY (Cooley et Theurkauf. 1994~ Way et al., 1995) 

Le groupe des poxvirus: 

Le séquençage du génome complet des virus à ADN, comme le virus de l'herpès 

et des poxvirus, suggère que, durant leur évolution, ces virus capturent un nombre de 

gènes cellulaires. Le virus de la vaccine, prototype des poxvirus, code des protéines ayant 

un degré important de similitude avec des protéines cellulaires. La séquence complète 

du génome du virus de la vaccine a été déterminée: 198 régions codent des protéines 

majeures et 65 régions chevauchantes codent des protéines mineures, pour un total de 

263 gènes potentiels (Goebel et al., 1990). Tandis que quelques similitudes avec des 

protéines de fonction connue ont été identifiées, la fonction de la majorité des protéines 

déduite des cadres ouverts de lecture reste à déterminer. 

Récemment, de fortes similitudes ont été observées entre une protéine du virus 

de la vaccine et une protéine MIPP("Mouse Intracistemal Promoter Placental") d'ex­

pression placentaire murine. MIPP code une protéine dont la région carboxy-terminale 

est composée de 4 répétitions de type gly-gly trouvées par exemple dans la protéine C2L 

du virus de la vaccine (Upton et al.,. 1990; Chang Y eh et al., 1991 ). La protéine C2L fait 

partie d'une famille de protéines de poxvirus qui ont toutes cette structure répétitive. 

En recherchant, grâce au programme BLAST, dans des banques de données, des 

homologies de séquences avec les protéines virales, on retrouve des similitudes avec des 

protéines cellulaires, en particulier avec les domaines BTB/POZ d'autres facteurs de 

transcription, comme les protéines BRC de Drosophile ou KUP humaine. 
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En ce qui concerne les doublets de glycine, on les retrouvait aussi bien dans des 

protéines quine possèdent pas de domaine BTB/POZ, comme la protéine MIPP, que dans 

des protéines virales dont le rôle reste encore largement inconnu. Le rôle de ce motif 

GLY-GLY restait à élucider. Ceci jusqu'à la découverte et au clonage récent, l'année 

dernière, des gènes Kelch de Drosophile et Scruin de limulus (Way et al.,1995). 

La protéine Scruin de la limule: 

Les faisceaux d'actine retrouvés dans le processus de formation de l'acrosome de 

la limule représentent un modèle intéressant pour comprendre la structure d'un amas de 

filaments d'actine, la biologie cellulaire de la réaction acrosomale et la biochimie des 

protéines qui se fixent à l'actine. L'acrosome du sperme de la limule est constitué de longs 

doigts de 80J.lm supportés par des groupes de filaments d'actine. Ces filaments en amas 

sont maintenus ensemble par une protéine Scruin de 102 kDa identifiée initialement en 

1975 par Tilney (Tilney et al., 1975). Scruin représente un cas particulier dans lequel on 

connaît plus sa structure tridimentionnelle que ses propriétées biochimiques. Cette 

protéine est organisée en 2 domaines globulaires, chacun composé de 6 répétitions de 50 

acides aminés (se rapporter à la figure 2 page 3 8): un domaine se fixant au sous domaine 

1 de l'actine, l'autre au sous domaine 3 d'une sous unité adjacente du même filament 

d'actine. La séquence en acides aminés déduite de ce gène scruin reflète son organisation. 

La protéine Scruin ne possède aucune homologie avec des protéines fixant l'actine 

déjà connues, mais il existe des homologies entre les résidus de 50 acides aminés (motif 

répété de scruin ) et un nombre de protéines dont le premier cadre ouvert de lecture de 

Kelch une protéine de drosophile (36% d'identité) (Xue et Cooley. 1993), MIPP 

(Mouse IAP promoted Placenta! Protein) (Chang-Y eh et al.,.,1991 ), un homologue de 

MIPP retrouvé dans Caenorhabditis elegans (Wilson et al., 1994 ), une protéine 

d'Arabidopsis (Genbank numéro d'accés X71915), la galactose oxydase, ainsi qu'un 

nombre élevé de protéines de la famille des poxvirus: A55R~ FEL~ C2Let BI OR chez le 

virus de la vaccine ( Goebel et al., 1990), D 16L. C7L.J 6Ret B20R chez les petits poxvirus 

majeurs de la variole (Goebel et a/.,1990), T6.T8.T9R parmi les shope fibroma virus 

(Massung etal., 1993), P65 d'ectromelia virus (Senkevich et al., 1993). 

La protéine Kelch: 

Le gène codant Kelch donne en fait un transcrit inhabituel contenant 20RF: ORF 1 
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et ORF2, séparés par un codon stop UGA. 2 produits protéiques proviennent des ARNm 

de kelch: une protéine courte provenant de l'ORF1, une plus longue provenant de l'ORF2 

comme le résultat d'une suppression partielle du codon UGA. 

Le gène de drosophile kelch fut isolé d'une mutation affectant le transport 

cytoplasmique durant la maturation de l'oocyte et rendant les femelles stériles. En réalité, 

chaque cellule souche donne naissance à un oocyte et 15 cellules nourricières dont le 

cytoplasme est transporté dans le futur oocyte à travers des ponts intracellulaires appelés 

"Ring Canal" pour" canal en anneau". 4 protéines sont en fait nécessaires à la construction 

d'un "ring canal" fonctionnel (Robinson et al., 1994) :une protéine contenant des résidus 

tyrosine phosphorylée, de l'actine filamenteuse, le produit du gène hu-li-taï (hts) qui est 

un homologue du gène de l'adducin (Yue et Spraddling. 1992) et finalement Kelch. La 

protéine Kelch apparaît en fait tardivement dans ce processus. Dans les mutants pour 

cette protéine, la distribution de l'actine est sévèrement affectée. Ceci suggère que 

Kelch n'est pas nécessaire pour l'assemblage du "ring canal" mais plutôt que cette 

protéine est importante pour le maintien de l'actine du cytosquelette au niveau des parois 

intérieures du "ring canal" (Robinson et al., 1994). 

Kelch possède 6 segments répétés, chacun d'une longueur de 50 acides aminés. Il 

existe 25 à 50% d'identité entre ces répétitions et 7 acides aminés invariants entre toutes 

ces répétitions (se rapporter à la figure 2 page 38). La séquence de l'ORF1 dekelch révèle 

une forte homologie avec des protéines virales de la famille du virus de la vaccine, "shope 

sarcoma virus". 

Protéines putatives déduites de la séquence du chromosome III de C. elegans: 

(Wilson et a/.,1994) leur fonction reste inconnue 

- Protéines virales : 

Le rôle des protéines virales à domaine BTB/POZ reste donc largement inconnu. 

Quoi qu'il en soit, les dernières étapes du cycle viral d'infection des poxvirus induisent 

un assemblage important de microvillosités à la surface des cellules de l'hôte, suggérant 

un effet sur l'actine du cytosquelette (Cooley et Theurkauf.1994). 
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Figure 3 

Variations structurales entre les protéines BTBIPOZ: des protéines se liant à l'ADN aux 
protéines se fixant à /'actine. (D'après O. Albagli et al., 1995). 
(les motifs GLY-GLY sont représentés parles boîtes contenant des G, chaque répétition G 
formant probablement un motif de fixation à l'actine). 
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Dernière classe des protéines comportant un domaine BTB/POZ. 

Dans cette catégorie, sont répertoriées des protéines qui contiennent un domaine 

BTB/POZ en l'absence de tout autre motif structural clairement défmi. 

On y classe les séquences partielles de 2 ADNe humains (Adams et al., 1993 ) 

Ces ADNe sont issus d'une banque de cerveau humain d'enfant, banque construite 

spécifiquement pour la production d' "expressed sequence tags" (ESTs ). Un séquençage 

au hasard a été effectué pour identifier de nouveaux gènes : 10, 000 séquences ESTs ont 

été déposées dans des banques de données, ce qui correspond à environ 2/3 des gènes 

humains. EST 3, 4 et 5 représentent des séquences tags de cerveau humain contenant un 

domaine BTB/POZ, EST3 et 4 sont clairement regroupées parmi les protéines à doigts 

de zinc lorsqu'on utilise le programme CLUSTAL. 

Protéines putatives déduites du séquençage génomique de C. elegans (Sulton et 

al., 1992) 

Un domaine BTB/POZ est également retrouvé dans la moitié carboxy-terminale de 

2 protéines putatives de C elegans, à la suite du séquençage de 2,2 mégabases (Mb) sur 

les 100Mb que comporte le génome de C. elegans. Les gènes codant ces 2 protéines sont 

localisés sur le chromosome III (Wilson et al., 1994). 

Le produit du gène de Drosophile germ cellless (gel) (Jongens et al., 1992). 

La première étape du processus de détermination du devenir des cellules de 

l'embryon de Drosophile consiste en la formation d'une lignée de précurseurs germinaux. 

Le nom de ce gène, gel, vient du fait que des mutants pour ce gène ne forment pas de 

cellules germinales. C'est un gène maternel, dont l'ARNm est localisé au niveau du pôle 

postérieur de l'oeuf et nécessaire à la formation du pôle cellulaire. La protéine Gel de 

65 kDa, faiblement acide, contenant un domaine BTB/POZ, est de localisation 

périnucléaire, suggérant qu'elle est associée avec les granules polaires, de plus, elle 

possède la même localisation que la protéine vasa, connue comme étant un composant 

du granule polaire (Hay et al ., 1988 et 1990). Les mères qui possèdent une fonction 

réduite de Gel donnent naissance à une progéniture stérile qui ne possède pas de cellules 

germinales. Gel semble donc posséder une fonction relative à la voie de spécification des 

cellules germinales. 
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Figure 4 
Alignement de séquences des domaines BTBIPOZ. 

d'après O. Albagli et a/., 1995 
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Tableau IV 
Classification des Protéines BTB/POZ 

NOM ESPECE MOTIFS+ ISO FORMES FONCTION 

;z TTK Drosophile * Z(2) P69+P88: mêmeBTB/POZ et doigts de zinc différents répression des gènes de segmentation pair-rule h, eve, runt, odd. 
Q 

~ ::or:: BRC Drosophile Z(2) 4 protéines. Z1 à Z4: même BTB/POZ, doigts de zn différents orchestration de la métamorphose chez la drosophile 
.... E-< = E;: GAGA Drosophile Z(1) regule Ubx; Hsp70, 26; Krüppel; eve; ftz; Adh; anti repression en amont en créant des zones sans nucléosomes. 

>"l c. 
..= = .. e lola Drosophile Z(2) BTBIPOZ commun, 1 avec doigts Zn, 2 sans croissance et direction de l'axone chez la drosophile 
"' c.o 
.~ j BAB Drosophile eDNA partiel, pas de doigts de Zn identifiés morphogénèse larvaire, nécessaire au bon developpement proxima-distal des antennes et des pattes .. 
;: BTB II à VII Drosophile eDNA partiel pas de doigts de Zn identifiés clonage par PCR de séquences partielles avec des amorces dégénérés des résidus conservés du BTB/POZ 

-~ E(var)3-93D Drosophile Z(O), riche aa acides et basiques, 2 isoformes C-ler différents régulateur positif du gènes bithorax, rôle dans la décondensation de la chromatine? 
"CC .... 
N 1! PLZF Homme Z(9), +/-le domaine entre les doigts de Zn elle BTB transcrit de fusion PML-RARaassocié aux translocations 1(11;19) dans les LAP 
0 -~ 

~ ~ LAZ3 Homme Z(6), une protéine 79kD impliqué dans 30% des LNH (LDGC) associé aux translocations 1(3;14) 1(2;3) 1(3;22) 
E-< = ZFS Souris Z(5), ? Fixation sur le promoteur de MYC, represseur transcriptionnel de MYC, domaine répresseur N-terminal 
ri 00 

~ ~ ZID Homme Z(4),? non transactivateur et non transreprésseur sur sa cible: les régions CARG sur le promoteur de l'a actine squelettique 

~ ~ clone 18 Homme Z(11),une seule protéine identifiée régulation du gène DPA du CMH de classe Il 

yFBP poulet Z(5),Z(3),mêmeBTB/POZ, doigts de Zn différents en N-ter répression du promoteur du gène g F du cristallin de façon spécifique à l'isoforme 

b A55R, C2L poxvirus [GLY-GLY](5) fonction inconnue, fixation de ligands homologues autres que le DNA 

~ Kelch Drosophile [Giy-Giy](6) 2 isofomes, même BTB/POZ, C-ler différent formation du ring canal, pont intracellulaire pour le transport cytoplasmique durant la maturation de l'oocyte 
N G 
~ + 2 protéines c. elegans ? fonction inconnue 

~ EST3 et EST4 Homme Z(?), 2 eDNA partiels fonction inconnue = -= ~ 2 protéines c. elegans 2 eDNA fonction inconnue 

gel Drosophile protéine de 65kD __ . _ ~écessaire à la formation du .POle cellulaire de l'oeuf, mutant gel sans cellules germinales localisation granule polaire 

*z: motif en doigt de zinc (Le nombre de motifs est indiqué entre parenthèses). 

1 
(""') 

~ 
1 



IV-Fonctions des protéines BTBIPOZ.(d'aprèslarevuedeAlbaglietal., 1995). 

1-lnteractions protéine- protéine: 

Le domaine BTB/POZ, remarquablement hydrophobe, apparaît, d'après sa sé­

quence en acides aminés et des programmes de prédictions de structure, constitué d'une 

alternance de structures en hélice a et en feuillets ~ (Bardwell et Treisman 1994). Au 

niveau de l'hélice a putative, centrale, qui est fortement conservée entre les domaines 

BTB/POZ, il existe une répétition de 7 résidus hydrophobes qui sont caractéristiques des 

domaines de dimérisation (Bardwell et Treisman. 1994). Toutes ces données suggèrent 

que le domaine BTB/POZ constitue un nouvel exemple de domaine participant à des 

interactions protéine-protéine. 

Dans le cas de la protéine BTB/POZ BAB, une analyse de prédiction de sa structure 

montre l'existence d'une hélice a dans la moitié 5' de la partie N-terminale avec une face 

fortement hydrophobe. Une analyse par mutagénèse montre une forte corrélation entre 

les résidus nécessaires à la fixation protéine-protéine et la conservation de cette face 

hydrophobe. Montrant ainsi que BAB, par ses 49 premiers acides aminés correspondant 

à une hélice a., permet une interaction protéine-protéine (Chen et al., 1995). Une analyse 

de la moitié S'de la région N-terminale d'autres protéines fut également effectuée 

utilisant le programme "he li cal wheel pro gram", parmi les membres très conservés du 

groupettkcontenant: bab, ttk,BRC, lola,BTBII, BTBIII,BTBV, BTBVI,GAGA,E(var)3-

93D, 9 membres sur les 11 contiennent cette face dans laquelle tous les résidus sont 

hydrophobes, à l'exception de Evar 3-93D qui contient une serine en position 21 et TTK 

une thréonine en position 28. On remarque que, pour la plupart des protéines contenant 

un domaine BTB/POZ qu'elles fassent partie du groupe ttk, des protéines de vertébrés à 

doigt de zinc comme: LAZ3/BCL6, PLZF, KUP, ZFPJ, ZF5, ZID, FBP, des protéines de 

C.elegans ou encore de poxvirus, il existe une face contenant des résidus hydrophobes 

qui permettrait cette interaction entre protéines. 

Bardwell et Treisman ont également montré que des domaines BTB/POZ sont 

capables d'interaction protéine-protéine. En effet, le domaine BTB de ZID est capable 

de multimériser in vitro; ZID interagit préférentiellement avec lui même, formant des 
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interactions homotypiques. Par contre, le domaine B TB/POZ de ZID ne peut pas interagir 

avec celui de GAGA, ZF5 ou de la protéine virale Sal 1 7R. D'autres interactions 

homotypiques ont été mises en évidence comme dans le cas des domaines BTB/POZ 

deTTK (Bardwell et Treisman. 1994 ), de PLZF (Shaknovich et al., 1994) ou de Kelch (Li 

et al., 1994 ). 

Ce domaine BTB/POZ permet également des interactions hétérotypiques comme 

dans le cas de TTK dont le domaine B TB/POZ permet la formation d'unhétérodimère avec 

le facteur GAGA, par une interaction aussi efficace qu'avec lui même (Bardwell et 

Treisman 1994). Ceci démontre la possible interaction entre domaines BTB/POZ 

hétérologues et suggère qu'il existerait une sélectivité de fixation dont les limites et les 

déterminants restent à élucider. 

Bien que la stoechiométrie de ces complexes ne soit pas très claire, plusieurs 

études suggèrent cependant que le domaine BTB/POZ pourrait permettre des interactions 

multimériques in vivo. Ces interactions pourraient nécéssiter l'ensemble de la protéine 

plutôt que le domaine BTB/POZ seul. En effet, dans le cas de ZID des dimères sont 

observés avec les domaines BTB/POZ, des multimères avec la protéine complète en 

gradient de sucrose (Bardwell et Treisman. 1994 ). En gradient de sucrose, Bardwell et 

Treisman observent des protéines de grande taille, suggérant la formation de complexes 

multimériques. Dans le cas de BAB (Godt et al., 1993), GAGA (Raffet al., 1994), PLZF 

(Shaknovich et al., 1994 ), ZID (Bardwell et Treisman. 1994 ), LAZ3/BCL6 (Dhordain et 

al., 1995) il est suggéré que ces protéines forment in vivo des sous-structures nucléaires 

discrètes visibles grâce à une analyse immunologique. Des analyses en 

immunofluorescence sur des formes mutantes de ZID montrent que la distribution 

nucléaire in vivo de cette protéine dépend du domaine BTB/POZ. En effet, une protéine 

ZID qui contient le domaine POZ est de localisation nucléaire, formant des points de 

taille variable, le mutant sans domaine POZ quant à lui est localisé dans le noyau d'une 

façon plus diffuse et plus faiblement dans le cytoplasme, montrant l'importance de ce 

domaine BTB/POZ pour une localisation nucléaire discrète (Bardwell et Treisman. 

1994). 

Le même type de résultat est obtenu avec la protéine Kelch (Cooley et Theurkauf. 

1994). Une expression bactérienne de son domaine BTB/POZ peut homodimériser en 
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solution. Lors de la formation du "ring canal", l'homodimère Kelch pourrait créer un 

complexe par l'intermédiaire de ces répétitions GLY-GLY, formant une structure appa­

rentée à la structure formée par les protéines Sernin et capables d'interagir avec la sous­

unité actine comme nous l'avons décrit dans le III (Cooley et Theurkauf. 1994). 

Dans le cas de la protéine LAZ3/BCL6, la localisation de la protéine visible en 

immunofluorescence montre une localisation nucléaire ponctuée présentant des points 

de taille variable pour la protéine LAZ3/BCL6 complète et une localisation nucléaire 

plus diffuse , granuleuse dans le cas d'une construction qui ne contient pas le domaine 

BTB/POZ (Dhordain et al., 1995). L'utilisation d'une chimère, récepteur des oestrogène­

LAZ3/BCL6 (inductible par les oestrogènes, qui permet de restaurer la fonction de la 

protéine LAZ3/BCL6), montre en transfection une localisation cytoplasmique et 

périnucléaire pour la forme non induite et nucléaire ponctuée après induction par les 

oestrogènes (Dhordain et al., 1995). La localisation nucléaire ponctuée de LAZ3/BCL6 

semble dépendre de la présence du domaine BTB/POZ, comme c'est le cas pour la 

protéine ZID (Bardwell et Treisman., 1994). 

Tout ceci semble donc suggérer que les domaines BTB/POZ isolés sont capables 

de former des interactions sous forme de dimères, voire multimères, qui nécessiteraient 

la protéine entière. 

2- Une controverse: l'inhibition de la fixation à l'ADN. 

La seconde propriété de ce domaine BTB/POZ, semble être l'inhibition, in vitro et 

in vivo, de la fixation à l'ADN. Cette propriété fut explicitée pour les protéines 

ZID, GAGA et TTK. Des analyses de retard sur gel et d'immunoprécipitation montrent en 

effet que la protéine ZID complète fixe faiblement sa séquence cible, tandis que des 

constructions sans le domaine BTB/POZ fixent cette séquence efficacement, une 

amélioration de la fixation de 8 fois étant observée (Bardwell et Treisman. 1994). Deux 

autres protéines GAGA et TTKne fixent pas leur séquence cible quand elles sont entières 

mais la fixe lorsqu'elles ne contiennent pas la partie POZ. Cette propriété inhibitrice est 

transférable à d'autres facteurs de transcription car la fusion du domaine BTB/POZ de ZID 

avec les domaines de fixation à l'ADN de SP 1, OCTI, SRF ou RARa réduit fortement la 

fixation sur leurs cibles respectives (Bard weil et Treisman, 1994 ). L'effet inhibiteur du 
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domaine BTB/POZ ne semble pas avoir besoin d'interaction spécifique entre domaine 

BTB/POZ et une région conservée en doigts de zinc. Cette inhibition est également 

visible in vivo puisque, en transfection, il n'est observé avec ZID ni activation ni 

répression de la transcription. Une chimère entre ZID et un domaine transactivateur 

VP16 est incapable de transactiver tant que le domaine BTB/POZ est présent. Des 

expériences d'immunoprécipitation réalisées avec des protéines contenant un 11épitope 

tag", reconnues grâce à un anticorp anti-tag, confirment que le domaine BTB/POZ est 

bien un domaine d'interaction protéine-protéine, interactions qui pourraient être à 

l'origine de l'activité d'inhibition de la fixation à l'ADN (Bardwell et Treisman.1994 ). En 

effet, ce domaine BTB/POZ en permettant des oligomérisations, empêcherait l'accés des 

doigts de zinc à leur motif de fixation sur l'ADN. Tous ces résultats semblent suggérer que 

les protéines BTB/POZ nucléaires requièrent une inactivation préalable de leur domaine 

BTB/POZ, soit par protéolyse soit par modification post traductionneHe, pour remplir 

leur fonction biologique. 

Ces observations n'éliminent cependant pas le fait que des formes multimériques 

de protéines BTB/POZ, qui contiennent des doigts de zinc, puissent se fixer sur des 

régions nucléiques différentes des séquences cible des doigts de zinc seuls. 

De plus, ces résultats sont contradictoires avec ceux obtenus dans le cas de 

certaines protéines B TB/POZ qui fixent l'ADN comme TTK, GAGA et ZF5 (Brown et al., 

1991, Read et Manley, 1992; Numoto et al., 1993; Tsukiyama et al.,1994). Dans le cas 

de clone 18, le domaine BTB/POZ n'inhibe pas en essai de transactivation, l'activité de 

fixation à l'ADN de Gal4 qui est aussi une protéine à doigts de zinc(Sugawaraetal., 1994). 

De plus l'ADNe complet de la protéine ZF5 fut isoié grâce à sa capacité à se fixer au 

promoteur de MYC (Numoto et al., 1993). Dans le cas de la protéine LAZ3/BCL6 nos 

résultats montrent la capacité, en retard sur gel, de cette protéine à fixer sa séquence 

cible. Il ne semble donc pas que l'inhibition à fixer l'ADN des protéines les contenant soit 

une propriété générale. 

3- Comment ces domaines BTBPOZ peuvent-ils assurer ces 2 fonctions? 

La capacité de ce domaine à participer à des interactions protéine-protéine pourrait 

avoir plusieurs conséquences: 

- il pourrait imposer une architecture multimérique qui semble géner d'une façon 
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ou d'une autre les propriétés de fixation à l'ADN dans des expériences in vitro (Bardwell 

et Treisman. 1994 ). 

- il pourrait diriger la protéine dans des sous-structures nucléaires discrètes et, de 

cette façon, empêcher la trans activation dans des expériences de transfection transitoire. 

Il semble donc que l'activité inhibitrice de la fixation découlerait de la véritable fonction 

des domaines BTB/POZ, qui est de réaliser des interactions multimériques. En consé­

quence, le domaine BTB/POZ ne semble pas être un inhibiteur, mais au contraire, semble 

nécessaire pour la fonction des protéines. En tenant compte de ces conditions, il apparaît 

un variant du gène de Drosophile lola qui provient d'un épis sage alternatif spécifique des 

cellules neuronale (Gin iger et al., 1994) et qui garde le domaine BTB/POZ mais perd ses 

doigts de zinc soit un dominant négatif, et agirait de la même façon que la protéine 

inhibitrice Id dans la famille des facteurs de transcription à HLH (Weintraub. 1993). 

Ce domaine BTB/POZ apparaît donc bien comme un domaine d'interaction pro­

téine-protéine qui peut être associé, ou définir, une nouvelle classe de protéines, 

possédant d'autres motifs bien caractérisés comme des motifs de fixation à l'actine ou des 

motifs de fixation à l'ADN en doigts de zinc . De par son rôle comme motif d'interaction 

entre protéines, parmi les protéines associées au cytosquelette et les facteurs de 

transcription, ce domaine BTB/POZ ressemble beaucoup au domaine "ankyrin repeat" 

(Thompson et al., 1991) ou au motif LIM (Sanchez-Garcia et Rabbitts. 1994 ). L'interaction 

des domaines ankyrin repeats de la protéine IKB avec la protéine P65 de NFKB régule 

l'activité de fixation à l'ADN et des localisation cellulaires, controlés parphosphorylation 

et protéolyse (Li ou et Baltimore, 1993 ). Quant au domaine LIM, il semble intervenir dans 

des interactions protéine-protéine ainsi que dans la localisation de la protéine, son 

activation et sa régulation. Il régule la transduction du signal et l'expression des gènes en 

permettant des associations avec des partenaires protéiques spécifiques (Schmeichel et 

Beckerle. 1994 ). 
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V- Protéines BTB/POZ et état de condensation de la chromatine: 

1- Les protéines du groupe trithorax. Effet de décondensation de la 

chromatine. 

Le terme hétérochromatine fut utilisé en premier par Heitz en 1928 pour décrire 

des régions du chromosome qui restent condensées durant le cycle cellulaire. Ces 

régions, souvent regroupées au niveau des centromères et télomères des chromosomes, 

ont certaines propriétés qui les distinguent de l'euchromatine: elles possèdent une 

densité faible de gènes, portent des séquences de DNA répétitif et se répliquent 

tardivement durant la phaseS du cycle cellulaire (John, 1988). Cette hétérochromatine 

est virtuellement présente parmi tous les eucaryotes, ses fonctions restant encore 

controversées. Certains suggèrent qu'elle est essentielle dans le processus comme la 

recombinaison et le "chromosome pairing", tandis que d'autres suggèrent qu'elle ne 

possède pas de fonction essentielle mais permet de maintenir certaines localisations 

chromosomiques à travers une variété de mécanismes génétiques (John, 1988). 

L'hétérochromatine représente donc une région qui ne se décondense pas lors de 

l'interphase. 

Des réarrangements chromosomiques, qui placent un gène à proximité de cette 

hétérochromatine, provoquent l'inactivation de ce gène dans certaines cellules et pas 

dans d'autres, ce qui cause une mosaïque de phénotypes dits "variegated" pour tacheté, 

ponctué. Une fois inactivé, ce gène le reste au cours des divisions cellulaires. Ce 

phénomène est appelé PEV pour "Position Effect Variegation" et apparaît dans des 

espèces diverses et variées (Reuter et al., 1990). Chez la souris ou chez l'homme, par 

exemple, la translocation de régions autosomales sur un chromosome X inactivé 

provoque la variégation des gènes autosomiques transloqués (Russel. 1963). 

Chez la drosophile, des études sur la variégation ont permis de montrer que des 

protéines BTB/POZ pouvaient être associées de façon causale à la modulation de la 

condensation de la chromatine. Chez la Drosophile, la PEV fut utilisée dans de nombreu­

ses études pour déterminer les gènes qui influencent la structure de l'hétérochromatine. 

Par conséquent, les modifications de la PEV semblent définir des frontières entre 

l'euchromatine ou "chromatine ouverte" et l'hétérochromatine ou "chromatine fermée", 

en modifiant directement sa topologie, ou encore, en formant des compartiments 
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Figure 5. Un exemple de la PEVavec/e gène white (w). C'est un gène lié au chromosome X nécéssaire 

pour la pigmentation de l'oeil de la Drosophile. Des radiations ionisantes causent des cassures 

chromosomiques (rayures), amenant à la conversion, translocation et transposition. Un allèle white­

mottled (wm) (blanc tacheté) est obtenu lorsque le gène est juxtaposé à de l'hétérochromatine (boites 

noires). Une expression "variegated" bigarrée peut être observée comme de nombreux spots de cellules 

de type sauvage ou sur un mutant en arrière plan. Un chromosome Y en plus (mâleXYY) cause d'une forte 

suppression du phénotype, tandis que la perte d'un Y (XO) chez un mâle provoque une augmentation du 

phénotype. 

(Paro 1993 ). Certaines mutations activent la condensation de la chromatine et sont 

nommées E (var) pour" enhancer" de la PEV, d'autres suppnment cet état de condensation 

de la chromatine et son nommées su(var) pour "suppressor" de la PEY (illustration 

figure : 5 page 50 Hénikoff.1990). 

Le facteur GAGA est une protéine BTB/POZ codée par le gène tri (trithorax like), 

un membre du groupe des gènes trithorax (trx-G) chez la mouche, gènes qui sont 

nécéssaires pour l'expression de gènes homéotiques (Parkas et al., 1994 ). 

GAGA fut d'abord considéré comme un facteur de transcription classique qui se 

fixait sur des séquences riches en GA/CT (Biggin et Tjian, 1988), retrouvées au niveau 

des régions promotrices de certains gènes de Drosophile (Soeller et al., 1993). Etant 

donné que les mutations de tri active, "enhance" la PEY celà laisse supposer que le 
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GAGA est également impliqué dans la décondensation de la chromatine à une large 

échelle. De récentes études suggèrent que GAGA fonctionne en influençant la structure 

de la chromatine (Granok et al., 1995). De plus, il fut récemment montré que GAGA 

activait la transcription en altérant localement la structure de la chromatine, en la 

maintenant dans un état ouvert, permettant ainsi à d'autres facteurs de transcription 

d'accéder à l'ADN (Raffet al., 1994 ). Le promoteur du gène hsp 70 est régulé positivement 

par le facteur de transcription GAGA, qui perturbe l'organisation du nucléosome (un 

répresseur général de l'initiation de la transcription dans les cellules eucaryotes) 

(Tsukiyama et al., 1994 ). GAGA est un anti-répresseur qui prévient la fixation non 

spécifique de l'histone Hl dans des régions critiques des promoteurs cible (Croston et 

al., 1991 ). Cependant la capacité du facteur GAGA à décondenser la chromatine reste un 

effet localisé, spécialement au niveau des régions centromériques (Raffet al., 1994 ). La 

fixation permanente de ce facteur au DNA, même sur des chromosomes mitotiques 

compactés, semble suggérer qu'il représente une marque permanente sur les chromoso­

mes, pour délimiter une frontière entre une région condensée, inactive et une région 

décondensée transcriptionnellement active (Croston et al., 1991 ), cette frontière est 

conservée de façon constante pour un blocage permanent de gènes ou groupes de gènes. 

Cette capacité à altérer la structure de la chromatine est également vérifiée pour un 

autre facteur BTB/POZ, le produit du gène E( var)3-93D (Dom et al., 1993 ). Les mutants 

E(var)3-93D ont un effet similaire sur les gènes homéotiques aux gènes du groupe trx­

G. La présence de protéines E(var)3-93D sur un grand nombre de sites sur le chromo­

some polytène, supporte l'hypothèse que ces protéines sont généralement impliquées 

dans l'établissement ou la maintenance d'une conformation ouverte de la chromatine 

comme un prérequis pour la transcription (Dom et al., 1993). 

La seule caractéristique commune entre ces 2 protéines de Drosophile GAGA et 

E(var)3-93D, impliquées dans la décondensation de la chromatine, est la conservation 

d'un domaine BTB/POZ, permettant des interactions entre différents facteurs protéiques. 

Pour que ces protéines puissent assurer leur fonction, il est nécessaire qu'une interaction 

protéique se fasse par l'intermédiaire de ce domaine. Comme GAGA possède une 

localisation visible, nucléaire ponctuée, il se pourrait que des interactions multimériques 
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soient à l'origine de cette fonction de décondensation de la chromatine. 

2- Association des protéines BTB/POZ aux propriétés structurales et 

fonctionnelles des membres du Groupe Polycomb Pc-G. 

Un autre groupe de protéines de Drosophile, le groupe Pc-G, possède des 

propriétés qui peuvent être associées aux propriétés structurales et fonctionnelles de 

plusieurs protéines BTB/POZ. Ce groupe Pc-G joue un rôle majeur dans les processus 

de maintenance et de détermination de l'état cellulaire. Dans le développement de la 

Drosophile, il est nécessaire d'avoir une expression appropriée des gènes homéotiques 

du complexe Antenapedia (ANT-C) et du complexe Bi thorax (BX-C), gènes qui sont 

requis pour la détermination des segments chez la Drosophile(Lewis. 1978). Durant les 

phases précoces du développement, les gènes homéotiques sont activés par un complexe 

de régulateurs transcriptionnels, codés par des gènes de segmentations maternels, qui 

agissent de façon précoce (Harding et Levine., 1988, Irish et al., 1989). Cette hiérarchie 

précoce décline après l'établissement d'un modèle de segmentation. Quoiqu'il en soit, les 

gènes homéotiques ont besoin d'être activés durant le développement pour assurer une 

identité propre à chaque segment. Le Pc-G représente une partie du mécanisme qui 

maintient les frontières de l'expression homéotique après leur mise en place correcte 

dans l'embryogenèse précoce. Le Pc-G est responsable du maintien de l'état réprimé de 

l'expression de ces gènes homéotiques durant le reste du développement (Paro 1993; 

Rastelli et al., 1993). Des mutations dans les gènes du Pc-G montrent une distribution 

normale des gènes homéotiques précoces dans l'embryogenèse (Franke. 1991 ), indi­

quant que le processus d'initiation n'est pas perturbé. A des stades plus tardifs de 

l'embryogenèse lorsque le processus de maintien doit prendre le relai, dans les mutants 

polycomb- (pc-), des transcrits homéotiques et des protéines s'expriment de façon 

ectopique (Celniker et al., 1990). Il en résulte la formation d'embryons complètement 

transformés, le degré de transformation variant selon le gène analysé. 

De nombreuses expériences génétiques ont permis de suggérer des similitudes de 

mécanisme entre les gènes Pc-G et les modificateurs de la PEV chez la drosophile. 

Réciproquement, certains modificateurs de la PEV induisent un phénotype homéotique 

ressemblant à une expression ectopique des gènes homéotiques (Reuter. 1990). L'une 

et l'autre de ces classes d'effecteurs présentent une forte dépendance de la dose de leur 

produit. 
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La formation de l'hétérochromatine par les modificateurs de la PEV s'expliquerait 

par la loi d'action de masse (Locke et al., 1988)). Les auteurs proposent en effet, que 

l'hétérochromatine soit composée d'unités complexes de protéines répétée, formant de 

grands complexes protéiques, compacts sur le chromosome. 

La relation entre modificateurs de la PEV et PcG fut récemment prouvée par des 

données d'homologies étendues entre la protéine Pc (Müller. 1995) et une protéine 

associée à l'hétérochromatine HP1 de Drosophila melanogaster (Paro et Hogness. 

1991 ). Ces 2 protéines présentent des similitudes dans une région N-terminale,définissant 

le chromo domaine (chromatine organization modifier). HP1 est en fait codée par le 

gène suppresseur de la variegation (su(var)205) (Eissenberg et a/.,1990). Sur le 

chromosome polytène, HP 1 est associée à l'hétérochromatine, localisée au niveau du 

chromocentromère sur le 4ème chromosome et sur la plupart des régions télomériques 

(James et al., 1989). Des mutations dans ce gène aboutissant à un épis sage incorrect du 

transcrit conduisent à un dominant suppresseur de la PEV, tandis qu'une duplication de ce 

locus active le phénotype "variegated'' panaché (Eissenberg et al., 1990). Il est couram­

ment supposé que Pc formerait avec d'autres membres du PcG des complexes protéiques 

multimériques, par l'intermédiaire du chromodomaine, qui pourrait compacter la 

chromatine selon des conformations ressemblant à l'hétérochromatine et empêcherait 

par ce moyen l'expression des gènes homéotiques. Dans le cas du gène polycomb, le 

chromodomaine permet une interaction avec le produit du gène polyhoméotique (Ph) 

(De camiliset al., 1992~ Francke et al., 1992~ Orlando et Paro., 1993) ainsi que 10 àl5 

autres protéines (Franckeet al., 1992). D'après une étude récente menée par Mûller en 

1995, il semble que la partie C-terminale de pc représente également un élément 

important dans les interactions protéine-protéine. Il suggère que le chromodomaine 

puisse reconnaitre des PRE (PcG response elements), c'est à dire des éléments d'ADN 

en cis, pour pemettre une répression permanente des gènes homéotiques. Cette région 

C-terminale possède de fortes homologies avec un homologue Pc de souris (Pearce et 

al., 1992). La protéine Pc est localisée dans le noyau sous forme de spots, "speckled", 

tâches, par immunufluorescence avec un anticorps an ti Pc. 

Un autre membre du groupe PcG, "l'Enhancer of zeste" (E(z)), de localisation 

nucléaire est associé au chromosome polytène avec la protéine "poste ri or sex comb" 

Psc. Une mutation dans ce gène induit une décondensation générale du chromosome 
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(Rastelli et al., 1993 ). Tandis qu'une surexpression de psc resulte en une condensation du 

chromosome polytène. Ces modifieurs, qui codent donc pour des composants structuraux 

de l'hétérochromatine qui forment des complexes multimériques, s'assemblent de façon 

modulaire le long des segments du chromosome. En accord avec ce modèle, basé sur la 

loi d'action de masse, un changement dans la concentration de l'un des composants affecte 

la concentration du complexe et donc étend l'hétérochromatinisation (Locke et al., 1988) 

La protéine BTB/POZ BAB est exprimée dans le domaine proximo-distal des 

membres, dans la région centrale du tarse de la patte et au niveau du cylindre basal des 

antennes chez la Drosophiie. Son action est dépendante de la concentration en protéine 

pour la spécification des segments du tarse. Des mutations de bab sont à l'origine de 

transformations homéotiques qui ressemblent beaucoup à celles des mutants PcG (Godt 

et al., 1993). 

Ces protéines polycomb présentent de fortes ressemblances avec certains mem­

bres de la famille BTB/POZ, en effet, 

- Les mutations de bab et de Pc donnent naissance à des phénotypes fortement 

semblables. 

-Tous les deux semblent former des complexes multimériques qui compartimentent 

et déterminent des frontières sur la chromatine par un état de condensation différent, 

entre euchromatine et hétérochromatine. 

- Des membres BTB/POZ comme des membres du PcG sont très sensibles aux 

effets de dose, sans doute, parce qu'une participation d'un analogue dans les complexes 

protéiques multimériques modifie une stoechiométrie cruciale. 

- Dans les deux cas, on peut observer une localisation des protéines visible 

nucléaire et ponctuée, qui dépend du chromodomaine dans le cas des protéines du Pc­

G et du domaine BTB/POZ dans le cas des protéines BTB/POZ. 
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FigureS: 

BTB/POZ proteins 
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(e.g.pc, ph, E(z)) 
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E(var) 

1 
Other E(var) 

Su( var) 
e.g.Su(var)205/HP 

R61e des domaines BTB/POZ dans la conversion entre euchromatine et hétérochromatine. 
(D'après O.Aibagli et al., 1995) 

VI- Protéines BTB/POZ, protéines Ring finger,protéines du groupe 

trithorax et association avec la transformation néoplasique. 

1- translocations associées aux LAP, t(15;17) et t(11;17) qui fusionnent 

une protéine Ring finger (PML) ou une protéine BTB/POZ (PLZF) au récepteur de 

l'acide rétinoïque a. 

La LAP est une leucémie myéloïde caractérisée par l'expansion clonale des 

cellules de progéniteurs hématopoïétiques bloqués au stade de différenciation 

promyélocytaire . 

La translocation t( 15; 1 7)( q22;q21) est retrouvée chez presque tous les patients qui 

présentent une LAP, servant même à diagnostiquer la maladie (Rowlez et al., 1977). Le 

point de cassure sur le chromosome 1 7 implique le récepteur a de l'acide rétinoïque 

(RARa) et sur le chromosome 15 le gène PML (Borrow et al., 1990; de Thé et al., 

1991 ;Tong et al., 1992). La translocation fusionne les 2 gènes en position "tête bêche", 

il en résulte que PML-RARa se retrouve sous le contrôle transcriptionnel du promoteur 

du gène PML (de Thé et al., 1991; Kakizuka et al., 1991; Pandolfi et al., 1991; Alcalay 
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et al., 1992~ Kastner et al., 1992). La protéine de fusion contient la majorité de la région 

amine-terminale de PML, qui inclut la partie Ring et le domaine d'oligomérisation 

"coiled coil" fusionné aux régions B à F de RARa. qui contient les motifs de fixation à 

l'ADN et aux hormones. Le produit de fusion réciproque, RARa.-PML, n'est pas 

systématiquement présent dans les cas de LAP, il est donc peu probable qu'il possède un 

rôle dans le processus de leucémogenèse (Alcalay et al., 1992). 

La protéine PML intacte fut d'abord localisée dans des "dots" (Daniel et al., 1993) 

et, plus récemment, co-localisée avec des "nuclear bodies" NBs (pour corps nucléaires), 

dans les cellules des patients ne présentant pas de LAP (Koken et al., 1994~ Dyck et al., 

1994~ Weiss et al., 1994). Ces NBs présentent une forme en beignets d'une taille de 0,3 

à 0,5J.lm (Lavau et Dejean, 1994). 

Les NBs ont d'abord été définis comme des régions denses aux électrons (de Thé 

et al., 1960). Ils représentent des organelles ubiquitaires de morphologie très variée, 

retrouvée de façon prédominante dans des cellules en division. Plusieurs types de NB ont 

été décrits par des analyses en microscopie électronique. Il n'est pas défini si c'est le 

reflet d'une différence fonctionnelle véritable, ou si cela reflète simplement une 

diversité tissus et espèce spécifique. Les termes simples et complexes ont été utilisés 

pour différencier les NBs sur la base de leur taille et les termes fibrillaires et granuleux 

pour différencier les NBs sur la base de leur ultrastructure (Brasch et Ochs. 1992). Ces 

NBs sont constitués de protéines et de RNA. Le cortex, la capsule du NB est composée 

de protéines et la partie centrale est enrichie en composant ribonucléoprotéiques RNP. 

Certains NBs sont été assez étudiés, comme le "coiled bodies" dérivé du nucléole qui 

contient une protéine spécifique: la P80-coilin. D'autres corps moins bien caractérisés 

furent récemment décrits en utilisant une variété d'auto-anticorps humains, ou encore 

avec des anticorps monoclonaux qui reconnaissent des antigènes distincts comme Sp 1 00 

(Szostecki et al., 1990) 

PML dans les cellules non leucémiques est associée aux NBs avec des protéines 

qui co-localisent, comme laPBC (pour "Primary Biliary Cirrhosis") (Kokenetal., 1994). 

Dans les cellules de LAP, des études de microscopie électronique montrent que 

ces NBs sont fortement modifiés. En effet, la localisation cellulaire de la protéine de 

fusion PML-RARa. diffère notablement de celle de PML ou de RARa.. En transfection 

transitoire, le produit de fusion PML-RARa. possède une localisation cytoplasmique et 

nucléaire (Perez 1993), de type granulaire (Kastner et al., 1992). Dans les cas de 
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translocation t( 15 ~ 1 7) dans les cellules des patients présentant une LAP, PML-RARc:x est 

localisé dans de petites tâches nucléaires, "speckles", qui possédent une taille inférieure 

à 0,1!lm et sont étroitement liées à la chromatine (Lavau et DeJean., 1994) Dans ces 

cellules leucémiques l'intégrité du NB est donc disloqué par l'hybride PML-RARc:x, mais 

le traitement des cellules exprimant cet hybribe par l'acide rétinoïque (RA) induit une 

augmentation du transfert nucléaire et une accumulation de la protéine à la périphérie du 

noyau (Weis et al., 1994). Dans les cellules de LAP, le traitement au RA induit une 

réorganisation de PML dans des structures nucléaires, le marquage multigranulaire est 

remplacé par quelques tâches qui ressemblent aux NBs de PML dans des cellules non 

LAP (W eis et al., 1994 ). La localisation de PML semble donc pouvoir être restaurée par 

le RA. Ce traitement à l'acide rétinoïque semble réverser l'effet de la protéine hybride 

PML-RARc:x. En effet, la majorité des patients présentant une LAP entre en rémission 

morphologique complète transitoire, après un traitement au RA, en réintroduisant la 

différenciation du clône malin (Castaigne et al., 1990) 

Par quels mécanismes PML-RARaparticipe-t-il à la /eucémogenèse? 

L'implication de RARc:x dans la différenciation suggère que PML-RARŒ puisse 

interférer avec le RARc:x de type sauvage. D'autre part, PML-RARc:x doit promouvoir 

l'oncogenèse en interférant également avec la fonction normale de PML. Alternative­

ment, le produit de fusion pourrait avoir acquis de nouvelles propriétés qui lui sont 

propres, n'ayant aucune liaison avec la physiologie de RARc:x ou de PML. 

L'interférence de PML-RARc:x avec la régulation de la transcription par RA peut 

intervenir, soit par fixation directe sur le RARE, ou indirecte en séquestrant des protéines 

cofacteurs. En effet, cet hybride PML-RARc:x a la capacité de former des homodimères 

qui peuvent se fixer sur les récepteurs de l'acide retinoïque RAREs et les inactiver. Il peut 

également former des hétérodimères avec la protéine PML (Katsner et al., 1992~ Dyck 

et al., 1994), ainsi qu'avec le RXR (une autre famille de récepteur rétinoïque "9 cis RA 

receptor"). Un rôle indirect de PML-RARc:x sur la transcription de gènes cibles répondant 

à l'acide rétinoïque (RA) est fortement suggéré de par ces propriétés d'hétérodimérisation 

au RXR, qui serait alors délocalisé dans des sous-structures spécifiques des LAP. Cette 

interaction par séquestration de RXR, supprimée quand les cellules sont traitées au RA, 

inhibe les gènes cible qui dépendent de la vitamine D3 (Perez et al., 1993 ). Il a également 

été montré que PML-RARc:x pourrait interférer avec l'activité transcriptionnelle du 
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facteur de transcription APl montrant ainsi un effet opposé au RARŒ sauvage (Doucas 

et al., 1993). L'hybride réprime la transcription d'un promoteur régulé par APl, tandis 

qu'il est fortement stimulé en présence de RA. 

La fonction de PML restait encore bien mystérieuse, les homologies avec des 

protéines qui se fixent au DNA ou au RNA et la localisation particulière dans des 

organelles intranucléaires (NB), suggéraient que PML puisse être impliqué dans le 

"processing" des acides nucléiques. Récemment, il fut montré que PML représente une 

cible primaire des interférons Œ ~ y et pourrait jouer un rôle dans les propriétés anti­

virales de ces cytokines (Chelbi-Alix et al., 1995). De plus, Koken et al. (Koken et 

al.,1995) proposent une relation entre les NBs et la transformation. Lors des étapes 

primaires de la transformation, il est observé une activation de PML (effet limitant de la 

prolifération). Lorsque la tumeur devient plus invasive, l'expression de PML diminue, ce 

qui pourrait donner un avantage de croissance. Les auteurs suggèrent que cette protéine 

de la matrice possède des propriétés anti-oncogéniques qui seraient liées aux NBs, ainsi 

qu'à la transformation. PML-RARŒ en induisant, lors des t( 15 ~ 1 7), une altération dans la 

localisation de PML, cruciale pour son activité biologique, contribuerait au processus 

leucémique (Koken et al., 1995). Dernièrement, Borden et al., (1995), montrent que le 

RING domaine de PML est nécessaire pour la formation d'un NB, ce domaine serait un 

élément crucial de l'interaction protéine-protéine (Borden et al., 1995). 

D'autres cas de LAP n'impliquent pas la protéine PML. 

Dans le cas de la translocation t( 11 ~ 17) qui fusionne les domaines B à F du RARa 

avec un nouveau gène de la famille Krüppellocalisé sur le chromosome 11 : P LZF (Chen 

et al.,1994). Comme la protéine PML, la protéine PLZF présente une localisation 

nucléaire sous forme de "dots" (Chen et al.,1994). La protéine hybride PLZFIRARa 

empêche la fonction du récepteur de la vitamine D et du RARcx (Chen et a/.,1994, 

Shaknovich et al., 1994 ). Elle fonctionnerait comme un inhibiteur de l'activité 

transcriptionnelle de l'hétérodimère RARcx/RXR. Cet effet est partiellement supprimé 

par surexpression de RXR (Shaknovich et al., 1994 ). 

Cette propriété commune des protéines BTB/POZ ou des protéines "RING!coiled 

coi/" à interagir avec d'autres protéines dans des structures nucléaires discrètes pourrait 

expliquer les effets transformants de PML-RARŒ et PLZF-RARŒ. 
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Récemment Redner et al, ont montré en 1994 qu'une autre translocation, la 

t(5~17)(q32~q21) dans les LAP, fusionne RARa avec une protéine du nucléole: la 

nucléophosmine (NPM). La fusion issue de cette translocation implique les mêmes 

régions du RARa que dans les translocations précédemment décrites. Le gène NPM 

codant cette protéine a été également impliqué dans les translocations t(2~5) des 

lymphomes anaplasiques donnant une protéine de fusion avec une kinase NPM-ALK 

(Redner et al., 1994). 

2-" Posterior sex comb" (psc) et son homologue "suppressorof zeste" 

(su(z)2): 2 protéines RING, importantes dans la transformation observée chez 

la Drosophile. 

psc est un membre de la famille de Pc-G. Des mutations dans ce gène sont à l'origine 

de transformations dorso-ventrales chez la Drosophile, ainsi que des excroissances qui 

apparaissent le long de l'axe du système nerveux central embryonnaire (Brunk et al., 

1991 ). La perte de fonction de ce gène psc provoque la mort embryonnaire. 

L'interaction zeste-white est un autre phénomène génétique qui, à première vue 

,possède peu de rapport avec la régulation des gènes homéotiques. La fonction du gène 

zeste est associée avec un effet de transvection (représenté par l'appariement de 2 

chromosomes) sur le gène Ubx ainsi que sur d'autres gènes (Kaufman et al., 1973 ~ 

Gelbart et al., 1982). Le produit du gène zeste se fixe in vitro sur les régions régulatrices 

de plusieurs gènes comme white, Ubx, decapentaplegic et Antp (Benson et a/.,1988). 

Dans les glandes salivaires, il est associé à plus de 60 sites dont 2 correspondent aux 

complexes homéotiques majeurs (Pirrotta et al., 1988). Ces rôles dans l'expression des 

gènes normaux ne sont pas bien définis. Lorsqu'il se fixe à proximité d'un promoteur, il 

stimule son activité in vitro et in vivo (Laney et al., 1992), il a été proposé, qu'il 

faciliterait la formation d'une boucle favorisant le contact avec le complexe promoteur. 

Ses capacités à interagir avec de grands complexes protéiques multimériques est 

essentielle pour son interaction avec le gène white de drosophile (Chen et al., 1992). Des 

mutations de certain gènes peuvent supprimer ou favoriser l'activité répressive de zeste 

sur white. 4loci "modifieurs" de zeste sontconnus:psc,E(z)lpco etsu(z)302/Scm ,Su(z)2 

est un locus modifieur de zeste qui peut interagir avec psc et Sem (Adler et al., 1989). psc 

et Su(z)2 présentent certaines homologies comme, un motif riche en cystéines le motif 
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"RINGfinger" trouvé dans d'autres protéines qui étaient considérées comme capables de 

se fixer à l'ADN, dont la protéine Bmi1 de vertébrés. 

L'oncogène Bmi 1 fut retrouvé impliqué dans la formation des lymphomes à cellules 

B et T (Van Lohuizen et al., 1991 ~ Haupt et al., 1991 ~Levy et al., 1993). Il a été cloné 

comme un locus accélérant l'apparition des lymphomes dans des souris transgèniques 

pour le gène MYC infectées par un rétrovirus sans oncogène. Bmi 1 accélère la 

lymphomagenèse induite par MYC (Van der Lugt et al., 1994). 

Une autre protéine de vertébrés ressemble beaucoup à Bmi 1, il s'agit de mel18 qui 

fut isolée de cellules de melanome de souris (Tagawa et al., 1990). Elles possèdent 60% 

d'identité et 80% d'homologie ( Goebl .1991 ). Bmi 1 est exprimé dans une grande variété 

de tissus normaux, tandis que mel18 s'exprime spécifiquement dans des cellules d'ori­

gine neurale et est particulièrement abondante dans les cellules foetales (Tagawa et 

al., 1990). Lorsque Emil est inactivé par recombinaison homologue les altérations 

phénotypiques observées dans les organes hémathopoïétiques, au niveau du système 

nerveux et de l'axe squelettique de souris sont fortement semblables aux phénotypes 

obtenus après mutation de psc. 

Les multiples transformations postérieures observées chez la souris au niveau de 

Bmi 1 hétérozygote et homozygote, ainsi que les homologies de séquences retrouvées 

avec des membres du Pc-G, montrent que Bmil est probablement impliqué dans la 

régulation de l'expression des gènes homéotiques, en les rendant silencieux d'une façon 

qui dépend de la dose. La localisation nucléaire non diffusible de Bmi 1 et l'association 

physique de psc avec des complexes polyhoméotiquelpolycomb (Comme c'est proba­

blement le cas de su(z)2) sont tous des arguments qui semblent indiquer que des 

protéines du type RINGfmgerpeuventréguler la condensation ou la compartimentalisation 

de la chromatine à travers des agrégats multiprotéiques chez la Drosophile (dans le cas 

depsc et su(z)2) (Messner etal., 1992), ou chez les vertébrés (dans le cas de Bmi1 et par 

analogie mel18) (Paro.1993). 

A l'intérieur de ces complexes le motif RING finger pourrait permettre des interactions 

avec le DNA (Freemont. 1993~ Tagawa et al., 1990), ou plus vraisemblablement des 

interactions entre facteurs protéiques, étant donné que ce motif est également retrouvé 

dans des facteurs qui ne sont pas nucléaires (Sadler et al., 1992). 
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Dans le cas de PML-RARa., nous avons vu que la compartimentalisation de la 

chromatine, normalement maintenue grâce aux liaisons intimes qui existent entre la 

matrice nucléaire et les NB, est détruite par cet hybride, ce qui empêche la différenciation. 

Un cas plus intrigant est celui du gène LAZ3/BCL6 ,fréquemment transloqué dans 

les LNH sans modification de sa séquence codante ni d'altérations importantes dans 

l'expression de ses ARNm (Otsuki et al., 1995), dont nous discuterons dans la suite de 

ce travail. 
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OBJECTIFS 



En 1989, OFFIT et al décrirent une translocation la t(3~22)(q27~qll), retrouvée 

dans 9 cas de LNH sur 187 étudiés, impliquant le gène des chaines légères des 

immunoglobulines, lgÀ. Les cellules de ces tumeurs diffuses, présentant toutes des 

chaines légères lgÀ à leur surface tout comme dans le LB avec la translocation t(8~22) 

alors que les autres lymphomes expriment généralement des chaines d'lgK. 

Ce type de translocation impliquant la région 3q27 avait été observé, en 1983, par 

BERGER et al en 1983, par KODURU et al en 1987. 

Enfm, Christian BASTARD et al. ont publié en 1992 une étude rétrospective portant 

sur 319 cas de LNH qui montre que 20 patients présentent, entre autres anomalies, une 

translocation de la région 3q27 avec l'une ou l'autre des chaines lourdes ou légères des 

gènes des lg (Bastard et al., 1992). Ce qui suggérait un rôle probable de cette translocation 

dans la pathogenèse de ces LNH. La caractérisation cytogénétique de cette t(3; 14) étant 

difficile, un certain nombre de cas avaient pu passer inaperçu ou être initialement 

interprétés comme une délétion en 3q27. D'autre part, les cellules malignes de ces 20 

patients présentaient toutes une morphologie et des caractères immunologiques com­

muns. 

A la suite du travail de cytogénétique réalisé par Christian BAST ARD,nous savions 

que ce nouveau type de translocation, majeure pour la translocation t(3; 14) et mineures 

ou variantes t(3;22) et t(2;3), rappelait celui observé dans le lymphome de Burkitt qui 

transpose l'oncogène MYC lors de la translocation majeure t(8; 14) (85% des cas) et lors 

de variantes cytogénétiques mineures t(8;22) et t(2;8) (15% des cas). A partir de ces 

observations, notre travail de DEA, au cours de l'année 1991/1992, a consisté à cloner, 

en utilisant une sonde spécifique de la région JH, des gènes des chaînes lourdes 

d'immunoglobulines, le point de cassure d'une translocation t(3~14)(q27~q32) identifié 

dans les cellules malignes d'un patient (LAR) atteint de LNH. Nous avons ainsi montré 

que la translocation t(3;14) chez ce patient correspond à un réarrangement complexe 

entre le chromosome 3 en q27 et le chromosome 14 en q32. Les sondes spécifiques de 

la région 3q27, que nous avons obtenues à partir du clone transloqué, nous ont ensuite 

permis de mettre en évidence un remaniement moléculaire dans d'autres cas de LNH avec 

anomalie cytogénétique en 3q27. 

Enfin, l'analyse moléculaire de ces autres remaniement nous a révélé qu'ils sont 

localisés préférentiellement- pour 13 cas de LNH sur les 17 étudiés lors du DEA- dans 
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une même région de moins de 14 kb. Cette région que nous avons nommée "MTC" ("Major 

translocation cluster") dans les translocations en 3q27 associées aux LNH. 

L'ensemble de ces données suggérait donc fortement l'implication d'un nouvel 

oncogène en 3q27. Dans cette région, les oncogènes FIM3( Rubin et al., 1990) et EV/1 

(Mucenski et al., 1988) avaient déja été identifiés et caractérisés. FIM3 est l'homologue 

humain du site d'intégration rétroviral de souris, impliqué dans les leucémies murine. 

EV/1 est aussi exprimé chez la souris et dans les leucémies myélodisplasiques humaines. 

Ces 2 gènes, candidats potentiels, furent écartés du fait de l'absence de leur expression 

et de remaniement dans les LNH avec anomalies en 3q27. 

Notre travail aura ainsi pour objectifs: 

- de cloner ce gène que nous avons nommé LAZ3 et d'en déterminer sa structure et 

sa fonction. 

- de rechercher la fréquence d'implication de ce gène et de préciser la valeur 

diagnostic ou pronostic de ses réarrangements. 

-de caractériser les mécanismes qui permettent une activation de ce gène dans les 

LNH. 

- de déterminer la séquence cible nucléique de 1a protéine codée par ce gène. 

- de déterminer la localisation sub-cellulaire de sa protéine. 

-de caractériser les différents domaines fonctionnels de ce facteur de transcription 

putatif. 

A la suite de ces travaux, nous discuterons d'un point de vue appliqué de I'interêt 

comme facteur pronostic et diagnostic de ce clonage, mais également d'un point de vue 

plus fondamental de la fonction biologique potentielle de la protéine codée par ce 

nouveau gène et nous montrerons pourquoi ce facteur ne fonctionne pas comme un 

facteur de transcription standard diffusible. 
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RESULTATS 



1- Caractérisation moléculaire des translocations en 3q27 récurrentes dans les 

LNH : clonage du point de cassure et identification d'un MTC. 

Les résultats et les observations décrits dans l'article qui suit (Genes, Chromosome 

& Cancer 8: 149-154 1993), ont été obtenus lors d'études réalisées au cours du DEA 

et font suite aux données cytogénétiques obtenues par C. Bastard au CRTS de Bois 

Guillaume. En effet, C.Bastard avait remarqué que la région 3q27 était fréquemment 

impliquée dans les LNH, mettant en cause un grand nombre de partenaires différents. 

La description des translocations t(3;22) (Offit et al., 1989), et plus rarement 

translocation t(2;3) (Takeuchi et al., 1985) ont amené C. Bastard à une recherche plus 

systématique d'une translocation en 3q27 avec les gènes des Ig, dans une série de 319 

patients porteurs de LNH avec anomalie clonale. Il montra ainsi en 1992 (Bastard et al., 

1992) que pour 20 patients, 15 présentaient une translocation télomérique entre le 

chromosome 3 et le chromosome 14, 2 cas présentaient une t(2;3) et 1 cas une t(3;22). 

De plus, parmi ces 319 cas, 23 autres réarrangements impliquaient divers partenaires 

chromosomiques. Enfin 2 patients ne présentant que cette translocation 3q27 comme 

seule anomalie chromosomique, suggéraient son caractère apparemment primitif Chez 

un autre patient atteint d'un Lymphome Folliculaire (LF), la t(2;3) semblait secondaire à 

la t(14;18) (C. Bastard, communication personnelle). 

Afm de cloner le point de cassure chromosomique en 3q27, nous avons selectionné 

l'ADN d'un patient (LAR) présentant une translocation t(3; 14) et 2 bandes réarrangées 

en "southern blot" avec une sonde JH provenant du locus des Immunoglobulines. 

Le clone 3LA5 contenant le point de cassure fut isolé d'une banque d'ADN 

génomique construite à partir des cellules tumorales de ce patient. 

Le réarrangement s'est révélé complexe, puisque cette translocation juxtapose le 

gène de jonction JH3 à une séquence de la partie variable VH3 inversée, puis après 2,5kb 

se termine par un segment switch f.L. 

A l'aide d'une sonde, nommée F370, spécifique du chromosome 3q27, nous avons 

montré que 13 cas sur 17 malades atteints de LNH avec une translocation en 3q27 

présentaient un réarrangement sur le chromosome 3 localisé dans un fragment BamHI­

Xbal de 14Kb. Cette région a été nommé MTC pour "Major Translocation Cluster", et 

par la suite ce MTC fut réduit à un fragment Eco RI de 3,3kb. 
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Deux autres groupes devaient obtenir, de façon presque simultanée, des résultats 

comparables. Il s'agit du groupe de T. Mc Keithan (Baron et al., 1993) et du groupe deR. 

Dalla-Pavera (Ye et al., 1993a). 

Dans les trois cas indépendamment décrits par ces équipes, la translocation 

concerne une région switch Jl des lg. 

Il est intéressant de noter que les translocations en 3q27, impliquant les chaînes 

légères des Immunoglobulines, se produisent dans certains cas dans le même "elus ter" de 

point de cassure que dans les translocations impliquant les chaînes lourdes (Baron et al., 

1993; Ye et al., 1993a; Hebert et al., 1993). En général dans les lymphomes, les 

translocations variantes impliquent souvent les régions des gènes localisées à l'extrémité 

opposée à celles impliquées dans les translocations principales. Dans le cas du gène 

BCL2 par exemple, la translocation t(14;18) intéresse la partie 3' non codante, la partie 

5' de ce gène étant concernée par les translocations t(2;18) et t(18;22). De même dans 

les translocations impliquant le gène MYC, lors des translocations t(8; 14 ), c'est la partie 

5' non codante du gène qui est impliquée à l'inverse des translocations variantes t(2;8) et 

t(8;22) qui impliquent la partie télomérique du gène MYC. 
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Cloning of a Breakpoint Cluster Region at Band lq27 
lnvolved in Human Non-Hodgkin's Lymphoma 

Clotilde Deweindt, jean-Pierre Kerckaert, Hervé Tilly, Sabine Quief, Van Cong Nguyen, and Christian Bastard 

INSERM U 124, Institut de Recherches sur le Cancer de L1lle. Lille: the Centre H. Becquerel, Rouen; the Laboratoire de 
Cytogénétique et de Génétique Oncolog1ques. URA 1 158 CNRS, Institut G. Roussy, Villejuif; and the Département de 
Cytogénétique, Centre Régional de Transfusion Sangu1ne. Bois-Guillaume, France 

ln a previous cytogenetic analysis, we showed the recurrence of translocations involving band 3q27 and immunoglobulin gene 
regions in 20 out of 319 patients with non-Hodgkin's lymphoma (NHL). We report here the molecular cloning of the 
translocation breakpoint from tu mor ce lis of a patient (LAR) with t(3; 14)(q27;q32) and the isolation of DNA probes which 
identify a major translocation cluster region (MTC) at band 3q27. A DNA library from LAR tumor cells was screened with a 
JH probe and several clones were identified corresponding either to a somatic rearrangement of JGH genes (V4-D2-J6-Cf.l 
donal rearrangement) or to the t(3; 14). Analysis of the t(3; 14) breakpoint showed that chromosome 3 mate rial was translo­
cated to an inverted 14q32 VH-containing fragment which was itself translocated to the J3 gene. Chromosome 3-assigned 
probes were used to investigate local DNA rearrangements in a series of NHL with 3q27 translocations. Rearrangements were 
detected in 13 of 17 patients including 9 of 1 1 with t(3; 14)(q27;q32), 1 of 2 with t(2;3)(p 12;q27), 1 of 2 with t(3;22)(q27;q Il), 
and 2 of 2 NHL with translocations not involving an /G gene, namely. t(3;4)(q27;p Il) and t(3;7)(q27;p 12). The finding of this 
MTC should be useful for diagnostic and prognostic studies and for the identification of a novel oncogene at band 3q27 involved 
in the development of B cell NHL Genes Chrom Cancer 8:149-154 (1993). © 1993 Wiley-Liss, lnc. 

INTRODUCTION 

In human B-cell neoplasms, a number of recur­
ring chromosomal translocations involve the IG 
heavy and light chain genes at bands 14q32, 2p12, 
and 22q 11 (Leder et al., 1983 ). Molecular studies 
of these abnormalities have yielded new data on 
the role in normal and neoplastic cell growth of 
oncogenes localized at the translocation break­
points. The most frequent in non-Hodgkin's lym­
phoma (NHL) are t(l4; 18)(q32;q21), associated 
with follicular lymphoma (Fukuhara et al., 1979), 
and t(8; 14)(q24;q32) and its variants, associated 
with Burkitt's lymphoma (Manolova et al., 1979; 
Lenoir et al., 1982). 

A new recurring translocation involving band 
3q27 and immunoglobulin gene regions has re­
cently been cytogenetically characterized by one of 
us (Bastard et al., 1992) in 20 of 319 NHL with 
clonai chromosomal abnormalities. A t(3; 14) 
(q27;q32) was the most common, found in 15 
patients, with the two variant translocations 
t(3;22)(q27;q11) and t(2;3)(p12;q27) found in three 
and two patients, respectively. Although most pa­
tients had a complex karyotype, the possibility that 
3q27 translocations could be a primary event was 
strongly suggested by two cases in which it was the 
sole cytogenetic abnormality. 

Here we describe the isolation of DNA clones 
which identify a major translocation cluster region 
(MTC) at band 3q27. 

© 1993 Wiley-Liss, lnc. 
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MATERIAL AND METHODS 

Patients 

Tumor cells from fresh lymph nades of NHL 
patients were obtained for morphologie, immuno­
logie, and cytogenetic studies as described previ­
ously (Bastard et al., 1992). Sorne ce lis were cryo­
preserved for various periods before DNA 
extraction. DNA from patient VAL was prepared 
from a stable continuous cellline established from 
bone marrow cells bearing a t(8; 14; 18)(q24;q32; 
q21) and a t(3;4)(q27;qll) (unpublished data). 

DNA Extraction and Southern Blot Analysis 

DNA was isolated by the sarkosyl-proteinase 
K-phenol/chloroform method. After digestion with 
restriction endonucleases, DNA fragments were 
electrophoresed on 0.8% agarose gels, transferred 
onto nylon N + membranes, and hybridized as rec­
ommended by the suppliers (Amersham). 

DNA Cloning and Sequencing 

DNA from the NHL LAR cells carrying a r(3;14) 
translocation was partially digested with Sau3A. 
The 15-20 kb fraction was ligated into the BamH1 

Received February 9, 1993; accepted April 16, 1993. 
Address reprint requests to Christian Bastard, MD, Centre Ré­

gional de Transfusion Sanguine, 609 Chemin de la Bretèque. BP 58, 
76232 Bois-Guillaume Cedex, France. 
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FIG. 1. Molecular cloning of the t(3; 14) translocation breakpoints 
from NHL LAR DNA: restriction maps of the rearranged clones ).3lA5 
and ULA 1, detected with the JH probe, and of the chromosome 3 
gemline clone ÀGG 1, detected with the À3LA5-derived F372 probe. 
Sol id and open horizontal bars represent regions of chromosome 14 and 

arms of bacteriophage EMBL3. The resulting li­
brary was screened with a 2.2 kb SauJA JH probe 
derived from germline chromosome 14 DNA (a 
generous gift from P. Guglielmi). Positive recom­
binants were subcloned into Bluescript KS II phag­
emid for DNA sequencing by the dideoxy chain 
termination method, using the Sequenase se­
quencing kit (USB) and synthetic oligonucleotide 
primers deduced from the complementary se­
quences (Ravetch et al., 1981) of different JH seg­
ments. Probes from X.3LAS subclones were se­
lected for absence of repetitive sequences. F372 
(Fig. 1) was used for the isolation of a chromosome 
3 DNA containing clone (X.GG l) from an EMBL4-
normal human DNA library, and for chromosome 
assignment. 

RESUL TS AND DISCUSSION 

To clone a breakpoint at 3q27, we used the 
DNA from a case (LAR) carrying the t(3; 14) 
(q27;q32) chromosomal translocation and which 
exhibited one germline and two rearranged BamH1 
and Hindiii DNA fragments with a JH probe on 
Southern blot analysis. An EMBL3 library pre­
pared after partial digestion with Sau3A of LAR 
DNA was screened for recombinants with the same 
JH probe which allowed the isolation of two kinds 
of clones, schematized in Figure 1 by X.3LA1 and 
X.3LAS. 
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3, respectively, whereas the hatched horizontal bar in X3LAS denotes 
region of a VH 3-containing segment. in an inverted orientation, juxta­
posed to a JH3 segment (opposite horizontal arrows). Restriction en­
zyme sites are indicated as follows: B. BomHI; E, Eco RI; H, Hindlll; P, Pstl; 
S, Soli; X, Xbal; Xh, Xhol (cloning sites are in parentheses). 

To distinguish the normally V -0-J rearranged 
clone from the 14q + derived one, we performed 
sequence analysis on JH-hybridizing subclones us­
ing anti-sense oligonucleotide JH primers (Ravetch 
et al., 1981). X.3LA1 showed a V4-D2-J6-CJ.L func­
tional rearrangement and X.3LAS revealed joining 
of ]3 at its S' end with the 3' end of an inverted 
sequence of a VH segment (Chen, 1991). Align­
ment of these sequences shows (Fig. 2) the con­
served heptamer nonamer recombination signais of 
]3 and VH3, separated by 23 base pairs, with the 
VH3 signal still present at the chromosomal joining 
site in LAR DNA. These signais and other adja­
cent intron conserved elements (shown by asterisks 
in Fig. 2) could have mediated an illegitimate V-J 
recombination despite the absence of the regular 
(Tonegawa, 1983) 12-23 base pair structure. The 
possibiliry of a cloning artifact was ru led out since 
i) the same V-J junction was found in two other 
independent recombinant clones; ii) polymerase 
chain reaction (PCR) experiments amplified a frag­
ment with the expected size, using the genomic 
DNA from LAR cells and oligonucleotide PCR­
primers flanking the joining site ofVH and ]3; and 
iii) the probe 0.4XP, which is S' to }3 in X.3LAS 
(Fig. 1 ), detected the sa me rearranged S kb frag­
ment as did the JH probe upon Southern blot hy­
bridization of Hindiii digested LAR DNA. 

We attempted to identify chromosome 3 se-



8REAKPOINT CLUSTE.R RE.G/ON AT 3q27 IN LYMPHOMA 151 

JH germline CTCTGTCTCTTGTGCTTGGGCCATGTGACCCATTTC----GAGCGT-CCT 
** ** ** ** * ** ** * ***** ***** *** 

t(3; 14) LAR ATCAGTGGCTCCTGAGCGCCCCCTGCCGCTGATTTC--CCCAGCGTTCCT 

VH3 inverted 
1 1 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 Il 1 Il 1 1 1 1 1 Il Il Il 1 1 1 Il Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
ATCAGTGGCTCCTGAGCGCCCCCTGCCGCTGATTTCCCCCCAGCGTTCCT 

JH germline TGGGTCTAGGAACGGACTGTG 

t(3;14) LAR 

VH3 inverted 

~--> 

;---G---T--G--îlfMÎÎ1iif'f5i24iFt'ff?f(Fr'tWFt,t1,iffiYP JH germline 

t(3;14) LAR TCTCTCGTTGAAATATGCTTTTGATGTCAGGGGCCAAGGGACAATGGTCA 
1111111 

VH3 inverted TCTCTCGCACAGTAATACACAGCCGTGTCCTCAGCTCTCAGGCTGTTCAT 

JH germline 'rffifirjirAGGTAAGATGGGCTTTCCTTCTGCCTCCTTTCTCTGGGCC 

r rlr 111111111 """"""""""""""" t(3;14) LAR CCGTCTCTTCAGGTAAGAT-GGCTTTCCTTCTGCCTCCTTTCTCTGGGCC 

VH3 inverted TTGCAGATACAGCGTGTTCTTGGAATTGTCTCTGGAGATGGTGAATCGGC 
< -- VH;] 

FIG. 2. Alignment of the JH-containing sequence from LAR t(3; 14) 
DNA to chromosome 14 genomic germline sequences from JH3 and 
(inverted) VH3 segments. The black box and the horizontalline indicate 
the coding region of J3 and VH3, respectively. Open boxes show the 

quences S' to J3 in l..3LAS subclones by use of a 
panel of weil characterized human-rodent hybrids 
(Nguyen et aL, 1986). This was achieved as shown 
in Figure 3 with a 2-3 BamH1-Xho1A fragment 
(probe F372, Fig. l) which detected two EcoRl 
fragments (9.S and 3.3 kb) in human control DNA 
and only in hybrids containing hu man chromosome 
3 materiaL 

Southern blot hybridization of NHL LAR DNA 
with probe F372 revealed (Fig. 4) additional bands 
with the expected size (1.8 kb Hindiii and 7.S kb 
Xbal), confirming the second rearrangement seen 
in l..3LAS. 

Using this probe, we cloned the unrearranged 
counterpart, l..GG 1 (Fig. 1) from a normal hu man 
DNA library. Restriction map and sequence com­
parisons between l..3LAS and l..GG 1 indicated re­
arrangement in À3LAS at a Hindlll sire located 2.S 
kb S' to J3. Therefore, l..3LAS was assumed to 
contain the chromosome 14q + complex rearrange­
ment: Telomere 3q-3q27 :: 14q32 inv (VH):: 
14q32 (]3-CJ.L)--14 centromere. 

Using the chromosome 3-derived probes F370, 
F372, and F381 (Fig. 1), we screened DNAs from 
17 NHL with translocations at band 3q27 for reac­
rangements. Southern blots of DNAs digested 

heptamer-nonamer conserved sequences separated by 23 bp. Other 
conserved elements in the intron sequences S' to JH3 and 3' to VH3 are 
marked by asterisks. 

\Vith Xhal (Fig. 5) and with ErvR1, Hindiii, 
BamH1, and Xba1 (Fig. 4) revealed rearranged 
fragments in nine patients, including case LAR, 
from 11 studied with t(3; 14)(q27;q32), and more­
over in 1 of 2 NHL with t(3;22)(q27;q11), 1 of 2 
with t(2;3), and in 2 of 2 NHL with other 3q27 
translocations (not involving an iC locus), namely, 
t(3;7)(q27;p12) and t(3;4)(q27;p11). This latter 
case (VAL) also demonstrated two rearranged, 13 
and 7 kb, Xbal fragments and neither the 14 kb 
Xbal (Fig. S) nor the 3.3 kb Eco RI and 3. 7 kb 
Hindiil gennline fragments (Fig. 4 ). Therefore, 
although the other chromosome 3 in this case ap­
peared normal on cytogenetic analysis, molecular 
alterations at band 3q27 were present on both chro­
mosomes 3. Thus, only 4 of 17 patients did not 
exhibit molecular rearrangement with our 3q27 
DNA probes. By a detailed analysis of DNA re­
striction fragments from the 13 rearranged tumors, 
we mapped the 3q27 translocation breakpoints 
within a 10 kb BamHI-Xbai fragment as illustrared 
in Figure 6. 

The finding of this MTC associated with the 
third most common chromosomal abnormality 
(Bastard et aL, 1992) in NHL offers important new 
prospects. For example, probes F370, F372, and 
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! FIG. 3. Assignment of probe F372 to chromosome 3. Probe F372 derived from 
the V-J rearranged À3LAS recombinant (Fig. 1) was hybridized to a panel of EcoRI­
digested ON As from 10 weil characterized (Nguyen et al., 1986) rodent-human 
hybrids (listed A to J on the left for BCH-E, BCH-1, BCH-J, BCH-N, C56-F, C34-S, 
CH-V, C34-X, CH-FU, and C34-G 1, respectively). The Southern blot (right) 
shows two human 9.5 and 3. 3 kb specifie bands in control human DNA and in 
hybrids A, G, H, and 1, which contain human chromosome 3 material. An interme­
diate-migrating band observed in ali hybrids is specifie for rodent DNA (see control 
DNAs from mouse, hamster, and human 1-2 on the right of the blot,). Hybridization 
and washing of the blot were performed under standard high srril'1gf!lllq conditions. 

+ 

F381 can be used as molecular markers for the 
diagnosis of the translocation at band 3q27. Ir will 
be interesting to screen cases of NHL without cy­
togenetically visible chromosome 3 alterations, as 
weil as carcinomas with 3q + marker chromosomes 
(Mi tel man et al., 1983; Waghray et al., 1992). This 
MTC in NHL bearing t(3; 14)(q27;q32) also raises 
the possibility, with the polymerase chain reaction, 
to detect minimal residual malignant cells, using a 
unique set of primers for 3q27 and consensus JH 
DNA sequences, as previously described for folli­
cular lymphomas with t(l4;18) (Lee et al., 1987). 

Our results strongly suggest thar a novel onco­
gene, located in the vicinity of the 3q27 MTC, 
may be involved in B-cell tumorigenesis. Recently, 
two retroviral integration sites described in murine 
mveloblastic leukemias, Fim 3 (Bordereaux er al., 
19.87; Nguyen er al., 1989) and Evi-1 (Morishita et 
al., 1992; Fichelson et al., 1992), were mapped to 
this region of chromosome 3. Proviral integration in 
both loci activates the expression of the EVil gene. 
The latter is also expressed in human myeloblastic 
leukemias with translocations or inversions of the 
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3q26 region but was not expressed in one case of 
NHL with t(3; 14) (Fichelson et al., 1992). Using a 
probe located 13 kb telomeric from the LAR break­
point, we cloned a eDNA encoding a new zinc 
finger protein, distinct from EVil, the 5' part of 
which maps in the 3.3 EcoR1 fragment recognized 
by F381, and which could be deregulated in these 
translocations. Data concerning this novel tran­
scriptional unit, which is involved in 3q27 translo­
cations and which we rerm LAZ3 for lymphoma 
associated zinc fïnger protein at chromosome 3 (ac­
cession number:Z21943, EMBL Nucleotide Se­
quence Database), will be published elsewhere. 
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FIG. S. Southern blot analysis of Xbal-digested DNAs from eight 
different NHL carrying translocations at band 3q27, hybridized with 
probe F370. Rearranged alleles, in addition to the germline 14 kb bands, 
are clearly visible in six patients (arrows). The two remaining cases, 
DUH [t{2;3)] and EDE [t(3;14)]. appeared rearranged on careful exam· 

ination of this blot (presence of a larger 14 kb band). Case VAL shows 
two rearranged 1 3 and 7 kb alleles. A nonspecific 3.5 kb band, present 
in ali lanes, was attributed to a phage contamination of the size marker 
probe. T, normal human DNA; M, size marker phage DNA 

-70-



154 DEWEJNDT ET AL 

0 10KB F370 

E E E 
B1X x x 

ill 1 1 
H H 

t(3;14J 

LAR # 340 

OUF # 091 
BAR # 224 
COR # 240 

VIN # 101 

t 

LEG # 123 

FRE # 217 

MAl # 229 

EDE # 250 

t(2;3} DUH # 370 

t(3;22} PAl # 216 

t(3;7} CHI # 032 

t(3;4} VAL # 076 

FIG. 6. The translocation breakpoints in NHL carrying 3q27 chro­
mosomal alterations are clustered within a 10 kb BamHI-Xbal restriction 
fragment. The location of the respective breakpoint sites, deduced from 
hybridization analyses with probes F370, F372, and F381 after digestion 
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Il- Clonage du gène LAZ3. 

De nombreux exemples montrent que les translocations chromosomiques condui­

sent à la dérégulation de proto-oncogènes localisés à proximité des points de cassure. 

Les données cytogénétiques et les analogies entre les translocations en 3q27 et les 

translocations impliquant la région 8q24, correspondant à la localisation du proto­

oncogèneMYC, ainsi que la caractérisation de ce "cluster" de points de cassures en 3 q27, 

renforçaient l'idée de la présence d'un proto-oncogène localisé à proximité du MTC. 

Ceci fut confirmé par le clonage de ce nouveau gène que nous avons nommé LAZ3 

pour "Lymphoma Associated Zinc finger gene on chromosome 3", qui parut dans 

Nature genetics: 5, 66-70 en septembre 1993. 

Nous avions remarqué qu'un fragment d'ADN génomique Eco RI de 7 kb, spécifique 

du chromosome 3 et centromérique par rapport au MTC, détectait sur un nort hern mufti 

tissu un transcript de 3,8kb, d'expression ubiquitaire mais prédominante dans le muscle 

squelettique. Cette sonde nous a permis d'isoler, à partir d'une banque de eDNA de 

muscle squelettique, 2 clones chevauchants, nommés M4 7 et M55, ayant un cadre ouvert 

de lecture pour une protéine de 706 acides aminés avec un poids moléculaire calculé de 

79kDa. Par la suite, en criblant une banque d'ADNe 5' stretch réalisée à partir de muscle 

squelettique (Clontech), nous avons isolé un clone d'ADNe contenant une version 

quasiment complète du gène LAZ3. 

La séquence nucléotidique du gène LAZ3 nous a permis d'identifier 2 régions 

contenant des motifs fonctionnels identifiés: 

- une région carboxy-terminale possédant 6 motifs en doigts de zinc de type 

C2H2, domaine d'interaction de facteurs de transcription avec l'ADN. 

- une région amino-terminale montrant une conservation entre les acides 

aminés 4 à 118 avec certains facteurs de transcription, identifiés précédemment chez la 

drosophile ou l'homme, ainsi qu'avec plusieurs protéines de poxvirus de fonction 

mconnue. 

Peu de temps après la publication de ce nouveau gène LAZ3, plusieurs équipes 

identifièrent ce même gène nommé BCL6 par l'équipe de Dalla-Pavera (Ye et al., 1993b) 

ou encore BCL5 par une équipe japonnaise (Miki et al., 1994 ). 
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LAZ3, a novel zinc-finger encoding 
gene, is disrupted by recurring 
chromosome 3q27 translocations 
in human lymphomas 

Jean-Pierre Kerckaert1
, Clotilde Deweindt1

, Hervé Tilly2
, Sabine Quief\ Gérard Lecocq1 & 

Christian Bastard3 

We have shown previously that chromosomal translocations involving chromosome 
3q27 and immunoglobulin gene regions are the third most common specifie 
translocations in non-Hodgkin's lymphoma (NHL). We now report the isolation of a gene 
th at is disrupted in two cases by t(3; 14) and t(3;4) translocations. The gene (LAZ3) 
encodes a 79 kDa protein containing six zinc-finger motifs and sharing amine-terminal 
homology with severa! transcription factors including the Orosophila tramtrack and 
Broad-complex genes, both of which are developmental transcription regulators. LAZ3 
is transcribed as a 3.8 kb message predominantly in normal adult skeletal muscle and in 
severa! NHL carrying 3q27 chromosomal defects. We suggest that it may act as a 
transcription regulator and play an important role in lymphomagenesis. 

Haematologic malignancies are associated with acquired 
specifie chromosomal alterations which often lead to the 
oncogenic conversion of master genes' or of proto­
oncogenes encoding transcription regulators'-4. In B-cell 
neoplasms a number of recurring chromosomal 
translocations involve the immunoglobulin heavy and 
light chains gene regions at bands 14q32, 2p 12 and 22q 11 
(ref. 5). Molecular studies of these abnormalities have 
yielded new data on the role in normal and neoplastic ce il 
growth of oncogenes localized at the translocation 
breakpoints. The most frequent in non-Hodgkin's 
lymphomas (NHL) aret( 14;18)( q32;q21 ), associated with 
follicular lymphoma6 and t( 8; 14)( q24;q32) and its variants, 
associated with Burkitt's lymphoma7

•
8

• 

A new recurring translocation was recendy reported in 
43 out of 319 NHL patients, involving chromosome 3q27 
and either one of the immunoglobulin genes (20 patients) 
or another chromosome partner (23 cases) 9

• A 
t(3;14)(q27;q32) was most common, being found in 15 
patients with the two variant translocations, 
t(3;22)(q27;q11) and t(2;3)(p12;q27), occurring in three 
and two patients, respectively. Although most patients 
had a complex karyotype, the possibility that 3q27 
translocations could be a primary event was supported by 
two cases in which it was the sole cytogenetic abnormality9

• 

More recently, wecharacterized the lymphoma-associated 
3q27 breakpoint from a case carrying (3;14)(q27;q32) 
translocation. We cloned molecular probes that detected 
a major translocation cluster region (MTC) at band 3q27, 
as 13 ofl7 patients with 3q27 chromosomal defects showed 
DNA rearrangement within a unique 10 kb restriction 
fragment10

• The finding of this MTC associated with the 
third most common chromosomal abnormality in NHL 
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strongly suggested that a novel oncogene, located in the 
vicinity of the 3q27 MTC, might be involved in B-cell 
tumorigenesis. 

He re we describe the isolation of a gene that is disrupted 
in two cases ofNHL by 3q27 translocations. Analyses of 
the DNA and predicted protein sequences and of the RNA 
expression indicate that (i) this gene encodes a zinc-finger 
protein that shares N-terminal homology with 
developmental transcription regula tors in Drosophilaand 
(ii) it is predominantly expressed in normal a duit skeletal 
muscle and NHL associated with 3q27 translocations. 

Mapping the 3q27 breakpoint 
Previous results from Southern blot analysis of the DNA 
from a case (LAR) carrying the t(3;14)(q27;q32) 
chromosomal translocation using an immunoglobulin­
heavy chain (IgH) JH probe had revealed one germline 
and two rearranged BamHI or Hindiii fragments. A DNA 
library from LAR tumour cells was screened using this 
probe and severa! clones were identified corresponding 
either to a soma tic rearrangement of IgH genes orto the 
t(3;14) 10

• Detailed restriction maps and specifie probes 
were obtained for the translocated allele and the 
unrearranged chromosome 3 region. This allowed 
identification of DNA rearrangements at the 3q27 MTC 
in a B-cellline established from patient V AL carrying a 
t(3;4)(q27;p 11) translocation (C.B., unpublished results). 
We now present (Fig. 1) the molecular cloning and 
determination of the junction of3q27 and 14q32 sequences 
in LAR DNA and of3q27 and 4p Il sequences in the VAL 
cellline, showing very closely spaced (nine nucleotides 
apart) chromosomal breakpoints in these two NHLs. 
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muscle transcript was much higher 
than the p53 transcript. The pEE7.0 
probe hybridized to the 3.8 kb 
transcript in total RNAextracted from 
4 cases of NHL bearing 3q27 
cytogenetic rearrangements (Fig. 2b, 
c). In the t(3;4) VAL cell line, the 
transcript was a little larger ( 4.0 kb) 
than in the t(3;14) NHL, and no 
detectable signal could be observed 
in the REC-1 lymphoblastoid B-cell 
line which does not carry any 
cytogeneticallyvisible rearrangement 
of chromosome 3. 

Sequence analysis of LAZ3 
muscle eDNA clones 

Fig. 1 Breakpoint region on chromosome 3 q27 in non-Hodgkin's lymphoma. Restriction maps of the 
sequences created by t(3;14)(q27;q32) and t(3;4)(q27;p11) translocations in patient LAR (a) and B··ce!l 
line VAL (b), respectively and of the 3q27 germline configuration (c). The centromeric and telomeric 
chromosomal orientations (horizontal arrows) and the chromosomal breakpoints (vertical arrows) are 
indicated. ln LAR DNA, chromosome 14q32 sequences including the lgH enhancer (closed circle) 
and the JH region (black vertical bars) which rearranged'0 at the J3 segment with an inverted VH 
region (hatched horizontal bar), are joined to chomosome 3q27 sequences (open horizontal bar). The 
first three exons of LAZ3 are indicated (open vertical bars) to show its disruption following the 
translocation. Restriction sites: B, BamHI; E, EcoRI, H, Hindlll; X, Xbal; Xh, Xhol. d, The nucleotide 
sequence of the t(3;14) and t(3;4) junctions are aligned with the corresponding 3q27 germline region, 
showing that the two breakpoints are separated by only ni ne nucleotides. 

The above results prompted us to 
screen a muscle eDNA library and 
therebyto identifyoverlapping clones 
includingthosetermedMSSandM47 
(Fig. 3a). Nucleotide sequence 
analysis (Fig. 3b) indicated a major 
open reading frame, encoding a 
putative protein of 706 amino acids 
with a calculated molecular weight of 
about 79 kDa. The main structural 

Detection of mRNA transcript 
To search for a functional transcriptional unit in the 
vicinity of the 3q27 breakpoint, we used sub-cloned 
fragments derived from the germline chromosome 3 
spanning this region to probe a multi-tissue northern 
blot. A 7 kb Eco RI fragment, (pEE7.0; Fig. 1) telomeric to 
the breakpoint, hybridized to a 3.8 kb mRNA transcript. 
This was expressed predominantly in normal skeletal 
muscle tissue (Fig. 2a), to a much lower leve! in Jung and 
bar ely in o ther tissues. A fain t band at 12-13 kb could also 
be detected in skeletal muscle and Jung tracks. To control 
for mRNA quality and to evalua te the relative levels of the 
transcripts, the same northern blot was rehybridized with 
a p53 eDNA probe and then with a ~-actin eDNA probe. 
The results showed that the leve! of the 3.8 kb skeletal 
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characteristic of this protein is the 
presence, at the C-terminal region, of 

six C
2
H

2 
zinc-finger motifs spaced with the conserved H/ 

C-link11
• One ofthese, (finger no. 5; Fig. 3b) was found to 

be identical, except for one nucleotide, to that described 
as ZNF51 by Li ch ter et a/. 12 who cloned a number of zinc­
finger gene loci usingaconserved oligonucleotide sequence 
probe and then mapped their chromosomallocalisation. 
These loci were found to cluster at chromosome terminal 
regions and fragile sites12 and the ZNF51!ocus was assigned 
to chromosome 3qter. It is therefore likely to correspond 
to, or be clustered with, the gene studied here, and we 
propose that it be named LAZ3 (Lymphoma-associated 
zinc-finger gene on chromosome 3). 

Protein sequence homologies 
Comparison of LAZJ amino acid sequence with those in 

Fig. 2 Identification of the LAZ3 transcriptional unit. PolyA­
mANA from different human tissues (a), total RNA from 
NHL blast cells (b) and total RNA and polyA-mANA from 
VAL cells (c), were hybridized on northem blots to the 
chromosome 3 EcoRI 7 kb fragment (pEE7.0; Fig. 1). The 
multi-tissue northern blot was reprobed with the 
ubiquitously expressed ~-actin - which cross-hybridizes 
with shorter transcripts of a-actin in heart and muscle 
tissues - and p53 genes as internai RNA integrity and 
loading controls. Except for actin probing (3 hour 
exposure), blots were exposed for 16 h with two 
intensifying screens at -80 oc. REC (without any 
cy1ogenetically visible 3q27 rearrangement) and VAL 
(carrying t(3;4)(q27;p11)) are lymphoblastoid celllines 
established spontaneously from non-Hodgkin's 8-cell 
lymphomas (C. B., unpublished observations); other 
samples, COR, EDE. FRE, LAR and MAl, are fresh 
lymphoblastoid cells from NHL ali of which carry a t(3;14) 
translocation. RNA from FRE and LAR was degraded, as 
revealed by absence of the 288 and 188 ribosomal co­
hybridizing bands. 
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the Swissprot bank (vers. 23, august 1992) revealed 
homology to the tramtrack (ttk) Drosophila zinc-finger 
transcription factor13 • The aligned N-teminal, helical 
domains (LAZJ residues 12-118 and ttk, 11-115; Fig. 4) 
displayed 28% identity and 50% homology when taking 
into account conservative amino-acids. Significant 
homology was also found within the N-termini of (i) 
other zinc-finger DNA-binding proteins (Fig. 4), the N­
terminal core domain of the Drosophila Broad-complex 
(Br-c) proteins14 and the human KUP protein 15 and (ii) 
severa] viral proteins of the poxvirus family (not shown) 
including thevaccinia virus C2LandA55R, the myxovirus 
M9and the Shape Fibromavirus TB and T9. Thesimilarity 
in their N-terminal do mains, between these viral pro teins 
and the cellularzinc-finger proteins ttk, Br-cand KUPwas 
recently reported16

• 
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'{ R V S A T D L P P E L P K A C *** 706 
2 2 4 5 N:;AATCTACCCAAAGCATACI'CTAACAC'ITIACAATG'I'TCA'I'CCX:ATGATGTAGTGCC'TC'I"TTCATœACTAGTGCAAATCATAGCTCGG 

2335 GG~~TMAACATI'AAGAAAATCATA 

2425 TI"GC'l'TCIICiœiATGTGTAAGGTGAAœA'l"G''"C'AGCATCA'ITT'I'ATA'IC'I'CAAAGCXiGAG 

Fig. 3 Identification of LAZ3 zinc-finger encoding gene. a, Map of LAZ3 muscle 
eDNA. b, Nucleotide and predicted amine acid sequences from the LAZ3 
cDNAs. The nucleotide and amino acid sequences are numbered on the left and 
right, respectively. The splice junctions of the first three exons are indicated by 
brackets. Two in-frame stop codons preceding the first methionine are 
underlined. The six zinc-finger motifs are shaded. The nucleotide sequence will 
appear in the EMBL Nucleotide Sequence Database (accession number 
Z21943). 
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Disruption of LAZ3 by 3q27 translocations 
Hybridization experiments and comparison of the LAZJ 
eDNA with sub-cloned genomic sequences enabled us to 
determine the splice junctions, position and length of the 
first three exons, as shown on the germline chromosome 
3 DNA and on the eDNA in Figs 1 and 3, respectively. The 
first putative ATG initiation codon preceded by two in­
frame stop codons, was found in exon 2, which starts at 
the MSS eDNA nucleotide position 36 (Fig. 3b). This 
indicated that the first 35 bp originate from an upstream 
non-coding exon l. An anti-sense oligonucleotide 
corresponding to this 35 bp sequence was used as a 
hybridization probe to local ize and as a primer to sequence, 
the 3' end and the donor splice site of exon 1 in a 0.5 kb 
EcoRI-Bcli fragment (pEBO.S) centromeric to the 3q27 
translocation breakpoint (Fig. 1). Consequently, LAZJ 
was disrupted in the first intron and deleted of its first 
exon and regula tory 5' sequences in the two NHL bearing 
t(3;14) and t(3;4) translocations studied here. 

Discussion 
We report that the lymphoma-associated 3q27 
chromosomal translocation results in the disruption of 
LAZJ, a novel zinc-finger encoding gene, in two NHL 
carrying t(3;14) or t(3;4). The genomic pEE7.0 probe 
derived from chromosome 3 Iocated about 10 kb telomeric 
to the 3q27 breakpoint, recognized a 3.8-4 kb mRNA 
transcript in most tissues but predominantly in adult 
skeletal muscle and in the four cases ofNHL associated 
with 3q27 translocation that were investigated (Fig. 2b). 
The same probe was used to isolate severa] muscle eDNA 
clones. The nucleotide sequence of the se indicated th at ( i) 
LAZJ is composed of at ]east of nine exons with a very 
large internai exon 4 (data not shown) and (ii) the first, 
untranslated, exon islocated 1 kb centromeric to the 3q27 
breakpoint. Exon mapping and sequencing experiments 
also reveal that, as the first A TG initiation codon is 
telomeric to the breakpoint and thus remains on the 
translocated allele (Fig. l), LAZ3 should be a full-Iength, 
wild-type protein, unless the ATG-containing exon 2 is 
alternatively spliced. This is consistent with the possibility 
that the translocated LAZJ is fused to, and governed by, 
ectopie promoter and enhancer sequences su ch as the IgH 
enhancerin t(3;14) (NHL LAR, Fig.l). An inappropriate 
expression of LAZJ followingchromosomal translocation 
in NHL may weil have a direct role in the neoplastic 
process. This may be relatively frequent and hence more 
important than rarer events if we consider that 3q27 
rearrangements appeared to be involved in 15-20 % of 
NHL (C.B., unpublished observations)9

• 

The structural features of LAZJ- the conserved viral­
cellular N-terminal domain and the C-terminal zinc fin gers 
- make it a potential DNA-binding regulatory protein. 
The Drosophila ttk gene, a DNA-binding zinc-finger 
protein, is involved in transcriptional control by repressing 
inappropriate segmentation gene transcription during 
embryogenesis1w. Also, the other Drosophila N -terminal 
homologues, the Br-c zinc-finger genes, are supposed to 
act as transactivating factors in the hormone-dependent 
regulatory cascade which precedes metamorphosis14

• 

Although the function of the viral and cellular related 
do mains remains to be elucidated, it might involve binding 
of analogous ligands other than DNN6• 

Most of the transcription factor encoding genes involved 
in leukaemia and lymphomas1

-4 belong to HLH-, leucine 
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KUP (4-57) 
BR-C (12-65) 
TTK (11-64) 
LAZ-3 (12-65) 

KUP (58-108) 
BR-C (66-116) 
TTK (65-115) 
LAZ-3 (66-118) 

Fig. 4 Alignment of the amine-terminal demains of LAZ3 and of the zinc-finger 
proteins: KUP, a human DNA-binding protein15; the coreN-terminal region of 
Br-c (broad complex) proteins14 and ttk (Tramtrack)13 transcription regulators 
from Drosophila melanogaster. Positions corresponding to identities (black) and 
homologies (grey) between LAZ3 and the above proteins were obtained using 
the CLUSTAL alignment program (PCGENE). 

zipper-, LIM- and homeobox-gene classes. The zinc­
finger family includes a growing number of rearranged 
genes. PML-RARa and EVIJ undergo oncogenic 
conversion by gene fusion or aberrant gene expression, 
respectively, by chromosomal translocations t( 15; 17) 18

•
19 

and retroviral insertions or abnormalities in the 3q25-
q26 chromosome band20

•
21

• In aT -cel! acute lymphoblastic 
leukaemia, the t(11; 14)(p 15;q 11) activa tes multiple 
transcripts including the TTGl zinc-finger gene22

• More 
recently, several groups reported the disruption of a human 
homologue of the Drosophila tri thorax( trx) gene by 11q23 
translocations in acute leukaemias23

-
25

• In t(ll;19) and 
t(4;11) translocations, this trx-like zinc-finger gene is 
fused either to a serine/proline-rich encoding gene (ENL) 
from chromosome 19 (ref. 24) orto the AF4 gene from 
chromosome 4 (ref. 25), respectively. 

Our initial observation of a preferential expression of 
LAZ3 in human adult skeletal muscle, and preliminary 
results on the differentiai expression of LAZ3in developing 
murine muscle cells (S.A. Leibovitch, J.P.K., C.D. and 
C.B. unpublished observations), suggest a developmental 
regulation and a possible role of LAZ3 in the myogenic 
regula tory gene hierarchy by controlling (or being un der 
the control of) HLH-members of the MyoD gene family26

• 

Although still hypothetical, both the normal and 
oncogenic (positive or negative) trans-activatingfunctions 
of LAZ3 are likely to be important in specifie-cel! 
proliferation or differentiation. Appropria te experiments 
are now in progress to investigate the transcriptional 
regulation of LAZJand possible function(s) ofits products 
in the myogenic determination and differentiation 
program as weil as its presumed oncogenic properties in 
NHL and other tumours associated with 3q27 

Received 15 March; accepted 19 May 1993. 
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chromosomal defects. 

Note added in proof: 
Since the submission of this manuscript other workers 
have published the cloning of the 3q27 breakpoint cluster 
region27.28. As distinctive from our findings, using a probe 
from the breakpoint region, both groups have reported 
the detection in lymphoid cel!lines of either a 2.4 kb (ref. 
27) or a 11 kb (ref. 28) mRNA which might be transcribed 
from a candidate proto-oncogene (BCL6) not further 
characterized. 

Two other pa pers have appeared concerning tram trac k. 
In the first Xiong and Monte!J29 show that tramtrack acts 
as a transcriptional repressor required for cel! fate 
determination in the Drosophîla eye. In the second, Adams 
et al.30 have characterized two "expressed sequence tags" 
from human brain eDNA clones which bear homology to 
the conserved viral-cellular N-terminal domain of ttk and 
KUPgenes. 

Methodology 
Cloning of the 3q27 breakpoints. Cloning of the breakpoint cluster 
region at band 3q27 is described elsewhere10

• Briefly, DNA from the 
NHL LAR cells carrying a t(3;14) translocation was used to crea te a 
DNA librarywhich was screened with an IgH )H probe derived from 
germline chromosome 14 DNA. Recombinants containing the 
translocation breakpoint were identified by DNA sequencing. 
Chromosome 3-assigneà pwbeswere obtained and used for cloning 
of the germline DNA sequence and of the translocated allele from a 
DNA library made with an established cell-line from patient VAL 
bearing t(3;4) translocation. 

Northen blot analysis. A multi-tissue northern blot (2 !lg polyA­
mRNA perlane) wasobtained from Clontech. Total RNA from NHL 
were extracted by the guanidine-isothiocyanate-phenol method. 
Samples were electrophoresed through dena turing 1% agarose and 
transferred onto Nylon N+ (Amersham). Hybridization was 
performed in 50% formamide, sx SSPE, sx Denhardt's solution, 0.1 
mg ml·' denatured salmon sperm DNA and 1% SDS at 42 °C for 24 
h. Filters were washed in 0.1x SSC and 0.1% SDS at 55 °C for 30 min, 
and then exposed to Hyperfilm MP (Amersham) at- 80 °C, 18 h. 
Probeswere 32P-labelledbytherandomprimermethod(Multiprime, 
Amersham). 

cDNAcloningandsequencing. ProbepEE7.0 (Fig. 1) which detected 
the 3.8 kb muscle transcript (Fig. 2a), was used to screen a À.gtlO 
eDNA library ( Clontech, catalogue number HLl124a) of hu man 
adult skeletal muscle. 6 x 105 clones were plated onE. coli C600hfl, 
replicated on nitrocellulose filters and hybridized according to 
standard procedures. eDNA inserts from positive clones including 
MSS and M47 were subcloned into pB\uescript KS+ and sequenced 
on both strands by the dideoxy chain termination method with 
Sequenase Version 2 ( USB) using T3 and T7 uni versai primers as 
well as multiple internai oligonucleotide primers derived from the 
obtained sequence. 
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Ill- Implication clinique du gène LAZ3. 

Malgré les progrès réalisés dans les traitements des Lymphomes Diffus à Grandes 

Cellules (LDGC), approximativement la moitié des patients atteints décèdent des suites 

de cette pathologie. Des patients à haut risque peuvent être traités avec succès par une 

chimiothérapie ou une radiothérapie intensive, ou être greffés (Mc Master et al., 1991; 

Fisher et al., 1993 ). 

L'identification de ce gène LAZ3, comme premier marqueur moléculaire spécifi­

que, revêt donc un grand intérêt pour cette pathologie. 

Afin d'étudier le rôle de LAZ3 dans la pathogenèse des LDGC et de préciser la 

fréquence et la signification pronostic et diagnostic des réarrangements de ce gène, C. 

Bastard et Coll. ont tenté de corréler divers résultats tels que : analyse cytogénétique, 

analyse moléculaire en saut hern blot, histologie, immunophénotype et caractéristiques 

cliniques. Ce travail, présenté ci-après, a donné lieu à publication dans le volume 85 de 

Blood 1994, 2423-2427. 

Les sondes utilisées dans ce travail correspondent aux sondes F370, F3 72 et F3 81 , 

qui proviennent de la région MTC en 3q27 du gène LAZ3. 

Cette étude fut réalisée sur 217 patients possédant une anomalie en 3q27. Elle 

révèle que LAZ3 est impliqué dans tous les types de lymphomes sauf les lymphomes 

centrocytiques, les lymphomes lymphoblastiques et les lymphomes diffus à petites 

cellules non clivées. On observe un réarrangement de LAZ3 dans 37% des LDGC. Ces 

résultats sont en accord avec ceux de Lo Coco et al. qui présentent un réarrangement de 

ce gène dans 33% des LDGC (Lo Coco et al., 1994). LAZ3 est également remanié dans 

13% des Lymphomes Folliculaires (LF). Ces résultats se rapprochent de ceux de Otsuki 

et al. qui observent 12,8% des LF de bas grade et 16,7% des lymphomes transformés (une 

forme évoluée du LF) qui réarrangent en 3q27 (Otsuki et al., 1995). Par contre, ils 

s'opposent aux résultats de Ye et al., (Ye et al., 1993b) qui n'observent pas d'altération de 

BCL6 parmi 28 cas de LF testés, ainsi qu'à ceux de LoCoco et al. qui n'observent qu'une 

altération occasionnelle de BCL6 parmi les LF. 

Contrairement à Offit et al., qui font des réarrangements de BCL6 un indicateur de 

pronostic favorable dans les LDGC et soulignent la fréquence élevée des localisations 

extra ganglionnaires (Offit et al., 1994), il ne semble pas que l'on puisse associer, dans 

l'étude de Bastard et al., LAZ3 à un facteur de bon ou de mauvais pronostic pour les LDGC 

: aucune corrélation ne peut être faite entre les caractéristiques cliniques et les 

réarrangements de LAZ3. 
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RAPID COMMUNICATION 

LAZ3 Rearrangements in Non-Hodgkin's Lymphoma: Correlation With 
Histology, Immunophenotype, Karyotype, and Clinicat Outcome 

in 217 Patients 

By Christian Bastard, Clotilde Deweindt, Jean Pierre Kerckaert, Bernard Lenormand, Annick Rossi, 
Francesco Pezzella, Christophe Fruchart, Christian Duval, Mathieu Monconduit, and Hervé Tilly 

We have recently shown that an evolutionary conserved 
gene LAZ3, encoding a zinc finger protein, is disrupted and 
overexpressed in sorne B-cell lymphomas (mainly with a 
large cell component) that show chromosomal re­
arrangements involving 3q27. Because the breakpoints in­
volved in these rearrangements are focused in a narrow ma­
jor translocation cluster (MTCI on chromosome 3, we used 
genomic probes from this region to study the molecular re­
arrangements of LAZ3 in a large series of patients (217) with 
non-Hodgkin's lymphoma (NHL). Southern blot analysis 
showed LAZ3 rearrangement in 43 patients (19.8o/o). Re­
arrangement was found in 11 of the 84 patients (13%1 with 
follicular lymphoma but was most frequent in aggressive 
lymphoma (diffuse mixed, diffuse large cell, and large cell 
immunoblastic subtypes), in which 31 of the 114 patients 
(27%1 were affected. The highest proportion of LAZ3 alter­
ation was observed in B-cell aggressive lymphoma (26 of 71 

SPECIFIC RECURRING chromosomal aberrations have 
been reported in most hematologie malignancies. In B­

cell neoplasms, severa! translocations involve the Ig genes 
at bands 14q32, 2p12, and 22q 11. 1 The most frequent defects 
in non-Hodgkin's 1ymphoma (NHL) are the (14; 18) translo­
cation, associated mainly with follicular lymphoma2

; the 
(8; 14) translocation and its variants found in Burkitt's 
lymphoma3.4; and the (11; 14) translocation associated with 
intermediate or "mantle zone" lymphoma.5 The molecular 
analysis of these chromosomal defects has shown that they lead 
to the oncogenic conversion of genes such as BCL-2,6-8 

a regulator of apoptotic cell death,9 or of proto-oncogenes 
encoding transcription regulators such as MYC0

·
11 and 

CCND l/PRAD. 12
'

14 

We have previously reported that translocations involving 
chromosome 3q27 and Ig gene regions are the third most 
common specifie group of translocations in NHL, and are 
associated mainly with diffuse large cell lymphoma 
(DLCL). 15 In this subset of NHL, numerous chromosomal 
defects are found that affect the same region on chromosome 
3 but not the Ig gene locations. We and others have shown 
that most of these rearrangements involve the same major 
translocation cluster (MTC) on chromosome 3. 16

'
18 These 

translocations result in the disruption and deregulation of a 
gene, LAZJ, 19 also named BCL-6, 20 encoding a conserved 
zinc linger protein that may act as a transcriptional regulator 
involved in differentiation and development. To confirm the 
pro minent role of the LAZ3 gene in the pathogenesis of NHL, 
we used genomic probes derived from the 3q27 MTC to 
study DNAs from a series of 217 patients with this disease. 

MATERIALS AND METHODS 

Patients. High molecular weight DNA was obtained from biopsy 
specimens of 217 adult patients admitted to the Centre Henri Bec­
querel (Rouen, France) between September 1984 and Aprill993 for 
the diagnosis and treatment of NHL. 

8/ood, Vol 83, No 9 (May 1), 1994: pp 2423-2427 

cases, 37%). Eleven of the 32 patients with 3q27 chromo­
soma! abnormality had no LAZ3 rearrangement, suggesting 
the possibility of LAZ3 involvement outside the MTC. On the 
other hand, 18 of the 39 patients wnh LAZ3 rearrangement 
and available cytogenetic results did not have visible chro­
mosomal break at 3q27, suggesting that almost a half of the 
rearrangements are not detectable by cytogenetic methods. 
No statistical association could be found between LAZ3 sta­
tus and initial features of the disease or clinical outcome in 
either follicular or aggressive lymphomas. We conclude that 
LAZ3 alteration is a relatively frequent event in B-cell 
Jymphoma, especially in those of aggressive histology. lt 
could be used as a genomic marker of the disease, and fur­
ther studies are needed to clarify clinical implications of 
these alterations. 
© 1994 by The American Society of Hematology. 

Tissue samp/es. Fresh lymph nodes were divided for morpho­
logie, immunologie, and cytogenetic studies as previously de­
scribed. 15 Ce lis were cryopreserved for various periods of lime be­
fore DNA extraction. Ali histologie material was reviewed by the 
same pathologist and classified according to the Working Formula­
tion for Clinical Usage. 21 

DNA extraction and Southern blot analysis. DNA was extracted 
by the sarkosyl-proteinase K-phenollchloroform method. After di­
gestion with restriction endonucleases, DNA fragments were electro­
phoresed on 0.8% agarose gels, transferred onto nylon N+ mem­
branes, and hybridized according to the recommendations of the 
suppliers (Amersham). DNAs were digested using at !east two of 
four restriction enzymes (EcoRl, BamHl, HindUI, Xba J). The geno­
mic probes F3ï0, F372. and F381 (Fig 1) have been previously 
described. '" 

Cytogenetic ana/ysis. Cells (2 x 106/mL) were cultured over­
night in RPMI 1640 supplemented with 10% fetal calf serum in the 
presence of colchicine (0.02 J,Lg/mL). Cells were incubated for 25 
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minutes at 37°C in 0.075 moVL potassium chloride, fixed in metha­
nol-acetic acid (3: 1), and spread on clean, dry slides. R-banding was 
obtained according to Sehested, 22 and karyotypes were described 
according to the International System for Human Cytogenetic No­
menclature. 23 

Correlation with clinicat presentation and outcome. For this ret­
rospective study, we only considered patients who had a tumor sam­
pie studied at the time of primary diagnosis. Two patient populations 
were selected: patients with follicular lymphomas and patients with 
aggressive lymphomas as defined by the International Non-Hodg­
kin's Lymphoma Prognostic Factor Project/4 namely diffuse mixed, 
diffuse large cell, and large cell immunoblastic subtypes. For eacb 
population, the association between lAZ3 rearrangement and clinical 
features was studied. The clinical features studied were: age, sex, 
performance status, presence of B symptoms, Ann Arbor stage, bone 
marrow involvement, number of extranodal sites, presence of a rnass 
greater than 10 cm, LDH leve!, serum albumin leve!, and overall 
survival. For aggressive lymphoma only, association with the Inter­
national Prognostic Index,24 response to treatment, and disease-free 
survival were also examined. 

Statistical methods. Associations between lAZJ rearrangement 
and initial clinical features were analyzed with the two-sided chi­
squared test. Survival curves were plotted using the method of 
Kaplan and Meie.-2' and were compared by the log-rank test.26 Analy­
ses were performed with use of JPSI statistical software (developed 
by P. Kwiatkowski, Centre Jean Perrin, Clermont-Ferrand, France). 

RESULTS 

LAZ3 rearrangements were detected in 43 of the 217 sam­
pies (19.8%). A common Hindiii polymorphism was also 
noted in 15 patients. Ali histologie subtypes of the W orking 
Formulation were represented in the patient population (Ta­
ble 1) and the involvement of LAZJ was observed in ali of 
them, with the exception of lymphocytic, lymphoblastic, and 
diffuse small noncleaved cell lymphomas. 

Eleven of the 84 follicular lymphomas (13%) were found 
to be rearranged. LAZJ alterations appeared to be more fre­
quent in large cell follicular lymphoma (4110) than in small 
or mixed cell follicular lymphoma (7/74). However, most of 
LAZ3 rearrangements were observed in aggressive 
lymphoma (diffuse mixed, diffuse large cell, and large cell 
imrnunoblastic), affecting 31 of the 114 patients in these 
subtypes (27% ). 

lmmunophenotype could be determined in 204 tumors, 
which comprised 163 B-cell and 41 T-cell lymphomas. Of 
the 163 B-celllymphomas (including follicular lymphomas), 
38 were rearranged (Table 2). Within the subgroup of 71 
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Fig 1. Partial map of the 3q27 
region. Shaded boxes indicate 
the location of LAZ3 ex ons. MTC, 
major translocation cluster. Ge­
nomic probes F370, F312, and 
F381 are indicated by black 
boxes. Restriction enzymes sym­
bol are: E, EcoRI; 8, SamHI; X, 
Xba 1; Xh, Xho 1. 

patients with aggressive B-cell lymphoma, the LAZ3 gene 
was involved in 26 patients (37%), main1y with diffuse large 
cell (14/46) and imrnunoblastic (6112) \ymphomas. Only one 
patient with T-cell lymphoma was found to have an LAZ3 
rearrangement. In this case, the results of morphologie evalu­
ation and immunostaining were confirmed by the absence 
of lg gene rearrangement and the presence of a C/3 re­
arrangement. The only anaplastie large cel! lymphoma of 
B-cell phenotype included in this study had an LAZ3 re­
arrangement, whereas four T-anaplastic large cel! lympho­
ma<> appeared to be unaffected. 

Good quahty metaphases were ohtained in 201 patients, 
32 of which had a delectable abnormality of the 3q27 region 
(16%) (Table 3). LAZ3 rearrangement was found in 14 of 
the 18 patients with translocations involving 3q27 and Ig 
genes regions. Among the 14 patients with chromosomal 
3q27 defects (12 translocations, 2 deJetions) that did not 
affect Ig gene regions, 7 showed LAZ3 rearrangements, as 
did 18 patients with no evident cytogenetic involvement of 
the 3q27 region. Thirteen of these had a complex karyotype, 
whereas 5 displayed a more simple pattern: 47,xyy; 46,xx, 
t(2; 18)(p12;q2l); 46,xx, t(l4; 18)(q32;q21); 47,x.y, +5; 
46,xx, r(l5; 20)(q22;q 13)146,xx,der(9)(p24). 

LAZJ rearrangement was found to be associated, at the 
cytogenetic leve!, with other specifie abnormalities in 12 of 
39 patients. These translocations were at( 14; 18) or a t(2; 18) 

Table 1. Incidence of LAZ3 Rearrangement 
Among 217 Cases of NHL 

Histology 

Lymphocytic 

Follicular 

Small cells 

Mixed, small and large ce!ls 

Large ce!ls 

Diffuse 

Small cleaved ce!ls 

Mixed, small and large ce!ls 

Large cells 

lmmunoblastic 

Unclassifiable 

Lymphoblastic 

Diffuse small noncleaved cells 
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Cases With LAZ3 Rearrangement/ 
Total Cases Studied 

0/4 

3/38 

4/36 

4/10 

1/5 

5/24 
14/51 

9/29 
3/10 
0/6 
0/4 
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Table 2. Incidence of LAZ3 Rearrangement 

Among 163 Cases of B-Cell NHL 

Histology 

Lymphocytic 

Follicular 

Small cells 

Mixed, small and large cells 

Large cells 

Diffuse 

Small cleaved cells 
Mixed, small and large cells 

Large cells 

lmmunoblastic 

Unclassifiable 

Diffuse small noncleaved cells 

Cases With LAZ3 
Rearrangement/Cases Studied 

0/3 

3/35 

4/35 
4/10 

1/5 

3/9 
14/46 

6/12 

3/4 

0/4 

in 8 cases, a t(8; 14) or a t(8;22) in 2 cases, and the associa­
tion of a t(8; 14) and a t(14; 18) in 2 cases. 

The association of LAZ3 rearrangement with clinica1 fea­
tures could be studied in 55 patients with follicular 
lymphoma and in 83 patients with aggressive lymphoma 
(Table 4) exarnined at the time of diagnosis, but no statistical 
correlations were observed in either subgroup. LAZ3 re­
arrangement did not influence survival in patients with follic­
ular lymphoma (Fig 2). The overall survival of patients with 
aggressive lymphoma and an LAZ3 rearrangement appeared 
slightly better than those of patients without rearrangement, 
but the difference was not significant (P > .55) (Fig 3). 

DISCUSSION 

Molecular studies of the t(l4; 18) and of the t(8; 14) have 
greatly improved our understanding of the pathogenesis of 
follicular and Burkitt's lymphoma. However, very little is 
known about the genes involved in DLCL, the most frequent 
subtype of lymphoma.27 

We have previously shown that translocations involving 

Table 3. Incidence of LAZ3 Rearrangement in 32 Cases of NHL With 

Chromosomal Abnormality at Band 3q27 

Cases With LAZ3 
Partial Karyotype Rearrangement/Cases Studied 

t(3;14)(q27;q32) 12/14 

t(3;22)(q27;q11) 1/2 
t(2;3)(p12;q27) 1/2 
t(2;3)(q22;q27) 0/1 
t(3;4)(q27;p11) 1/2 
t(3;6)(q27;p21) 1/1 
t(3;6)(q27;q15) 0/1 
t(3;7)(q27;p12) 1/1 
t(3;8)(q27;q24) 1/1 
t(3;15)(q27;q21) 1/2 
der(3)t(3;?)(q27;7)* 1/3 
del(3)(q27) 1/2 
Ali 21/32 

* t(3;?) denotes a translocation with unidentified chromosomal ma­
terial. 
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Table 4. Correlations Between Main Clinical Characteristics and 

Presence or Absence of LAZ3 Rearrangement in the 83 Patients 

With Aggressive Lymphoma Studied at the Time of Diagnosis 

LAZ3 LAZ3Not 
Rearranged Rearranged PValue 

Ali patients 25 58 
Age 

s60 yrs 14 34 >.5 
>60 yrs 11 24 

Se x 

M 18 35 >.3 
F 7 23 

Performance status 

0-1 20 40 >.3 
2-4 5 18 

B symptoms 

No 16 29 >.2 
Y es 9 29 

Ann Arbor stage 

1-11 13 19 >.05 
Ill-IV 12 39 

Bone marrow involvement 

No 20 40 >.3 
Y es 5 18 

Number of extranodal sites 

0-1 21 37 >.1 
;;;:2 4 21 

Largest mass 
<10 cm 14 36 >.5 
;;;:10 cm 11 22 

Serum albumin level* 

s35 g/L 8 25 >.2 
>35 g/L 17 31 

Serum LDH leve!* 
sN 8 15 >.3 
>N 13 38 

International Index (24)* 

0-1 Risk factor 11 14 >.1 
2-3 Risk factors 7 26 
4-5 Risk iactors 3 13 

*Sorne patients had missing data for serum albumin and LDH lev­

el s. 

the 3q27 region and Ig genes locations were frequently ob­
served in NHL, mainly of large cell type. 15 Breakpoints on 
chromosome 3 are clustered into an MTC of 4 kb, together 
with those of several chromosome rearrangements of the 
same 3q27 region that do not affect Ig genes as partner. 18 

We have cloned a gene, LAZ3, encoding an evolutionary 
conserved zinc linger protein, that is disrupted and abnor­
mally overexpressed in patients with 3q27 molecular re­
arrangements, and postulated that the deregulation of this 
transcription factor (of unknown function) could be an im­
portant event in the pathogenesis of large cell lymphoma. 19 

The same breakpoint cluster16
•
17 and the same gene20 have 

been cloned by others and named BCL-6. 
To assess the frequency and the signiftcance of LAZ3 

rearrangements, we studied a series of 217 patients and found 
that the 3q27 region was affected in 13% of follicular 
lymphomas and 27% of DLCL. LAZJ rearrangements ap­
peared to be nearly restricted to B-cell lymphoma because 
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only 1 of 39 immunologically characterized positive samples 
was of T-cell phenotype. In the group of aggressive 
lymphoma of B-cell phenotype, the overall frequency of 
LAZ3 rearrangements reaches 37%, in accordance with the 
results reported by Ye et al. 20 

As suspected from the cytogenetic analysis, 15 LAZ3 re­
arrangement was found in a proportion of follicular 
lymphoma cases (13%). These results differs from those of 
Y e et al, zo who did not observe any BCL-6 alteration in a 
series of 28 patients with follicular lymphoma. The fact that 
LAZ3 rearrangement could be observed in sorne patients with 
follicular lymphoma at the ti me of diagnosis, and that it did 
not appear to influence survival, suggests that LAZ3 is not 
associated with clinical progression or histologie transforma­
tion. 

Correlation with cytogenetic data showed that JI of the 
32 patients displaying a chromosomal defect of the 3q27 
region had no LAZ3 rearrangement. In these cases, the defect 
could either affect another gene or, more likely, affect the 
LAZ3 gene at a breakpoint located outside the MTC. Thus, 
the reported frequency of LAZ3 involvement could represent 
an underestimation of the real frequency. On the other hand, 
18 of the 39 patients with LAZ3 rearrangement and available 
cytogenetic results did not exhibit visible chromosomal 
break of the 3q27 region. This result suggests that almost 
50% of LAZ3 rearrangements may be invisible by cytoge­
netic methods. 

We were unable, in this series, to show any correlation 
between clinical characteristics and LAZ3 rearrangement. 
Recently, Offit et al28 described an association between BCL-
6 rearrangement and a subset of DLCL with high proportion 
of extranodal disease who enjoy a favorable outcome. Our 
study did not support this association. As both studies were 
retrospective, inclusion criteria might have been different. 
Our study included only patients with available cytogenetic 
data, and this fact probably discarded sorne patients with 
only extranodal localization at the time of diagnosis. 

In conclusion, this study confirrns the importance of alter­
ations of LAZ3 in NHL, involving a third of the patients 
with aggressive B-cell lymphoma. Further studies are now 
required to understand the mechanism of action of this new 
oncogene, and to define whether or not its alterations have 
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Fig 2. Survival of the 55 patients with follicular lymphoma ac­
cording to the presence ln = 81 or the absence ln = 47) of LAZ3 
rearrangement at diagnosis IP = .96). 
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Fig 3. Survival of the 83 patients with aggressive lymphoma ac­
cording to the presence ln = 25) or the absence of LAZ3 (n = 58) 
rearrangement at diagnosis (P = .55). 

any prognostic significance in NHL. This genomic marker, 
allowing the identification and follow-up of a homogeneous 
group of patients, will probably represent an important new 
approach to the diagnosis and management of patients with 
B-celllymphoma. We are currently developing a polymerase 
chain reaction assay to assess minimal residual disease in 
patients with a t(3; 14) translocation. 
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IV- Mécanismes d'activation du gène LAZ3. Formation de transcrits chimériques. 

LAZ3 est un gène constitué de 11 ex ons, les deux premiers ex ons 1 A et 1 B non 

codant sont choisis par épissage alternatif. Ceci est en opposition avec les résultats de 

l'équipe de Dalla-Favera qui identifie 8 exons au gène BCL6 (Ye et al., 1993b) et de 

l'équipe japonaise (Kawamata et al., 1994a) qui ne décrit que 9 exons. L'organisation 

génomique du gène LAZ3 que nous avons déduite de la comparaison de séquence 

génomiques et d'ADNe est représentée dans la figure 7 page 86. 

Les points de cassure se localisent tous dans le premier intron de LAZ3 entre les 

ex ons 1 A et 1 B, séparant ainsi ce gène de l'ex on 1 A et des séquences 5' régulatrices mais 

ne modifiant ni le cadre de lecture ni la traduction d'une protéine LAZ3 normale. 

Une étude par la technique de RT-PCR: RACE (RNA Amplification eDNA Ends) 

fut utilisée (J-P Kerckaert et S Quiet), afin de détecter les produits ARNm de LAZ3 chez 

des malades atteint d'un LNH et présentant une translocation t(3 ~ 14 ). Cette étude révéla 

l'existence d'un ARNm chimérique, joignant les régions JH (J4 ou J5) à l'ex on 2 deLAZ3. 

Nous avons eu l'occasion d'analyser par southern blot un certain nombre de patients 

atteints de LNH possédant ou ne possédant pas d'anomalie dans larégion3q27. La lignée 

V AL porteuse d'une translocation t(3 ~ 4 ), présente sur un allèle une déletion au niveau du 

MTC en 3q27, sur l'autre allèle une translocation au niveau du MTC (figure 2 page XX). 

L'analyse de cette lignée révèle que l'exon 2 de LAZ3 se trouve fusionné à un ADNe 

différent. Cet ADNe, cloné par une autre équipe de notre laboratoire, représente en fait 

les régions 5' régulatrices d'un nouveau gène codant une petite protéine G dénommée 

1TF pour "Translocation Three Four", dont l'expression est spécifique des cellules 

hématopoïétiques. Ce travail auquel j'ai été associée a été publié dans Oncogene 10, 

2171-2178 (1995) (voir ci-après). 

Une autre lignée lymphoïde a été analysée par la technique RA CE: la Karpas 231 

(Nacheva et al., 1993). Cette lignée est porteuse de plusieurs translocations, la t(14~18), 

la t(8~9)(q24~p21) et possède également une translocation t(1 ~3~11) (q24~q27~q23) 

montrant un réarrangement en 3q27 dans le MTC. Cette étude révèla également 

l'existence d'un transcrit de fusion entre l'exon 2 du gène LAZ3 et le premier exon non 

codant d'un gène nommé TOTE pour "Translocation One Three El even". Ce gène 

récemment cloné par une équipe de notre laboratoire ( Galiègue-Zouitina et al.,soumis ), 

présente une expression spécifique des cellules B. 
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We have previously shown that the LAZ3/BCL6 gene 
encoding a potential transcription factor, is disrupted in 
B-diffuse large cell non-Hodgkin's lymphomas (NHL) 
with 3q27 chromosomal abnormalities involving the 
immunoglobulin (IG) genes. However, LAZ3 rearrange­
ment also occurs in NHL bearing 3q27 translocations 
without involvement of the IG genes: for example the 
V AL cell line exhibits t(3;4)(q27;pll). In the present 
work we have used a RT-PCR method to detect and to 
sequence the LAZ3 mRNA products from the VAL cell 
line. We report that the consequence of the t(3;4) is the 
expression of a chimeric transcript of LAZ3 with a new 
gene encoding a small G-like protein, termed TTF 
(Translocation Three Four). Nucleotide sequence analy­
sis of a 1.4 kb eDNA predicts that the TTF gene encodes 
a protein of 191 amino-acids similar to members of the 
RAS superfamily including HRAS (27% identical), 
RAB1A (30% identical) and RHO proteins: the human 
RAC1, RHOB and CDC42Hs proteins (respectively 43, 
44 and 45% identical) and the yeast RH02 protein 
(44% identical). Unlike most other small G proteins 
which are expressed ubiquitously, TTF was transcribed 
only in hemopoietic cells as a 2.2 kb transcript. TTF 
may define a new subgroup of RHO-Iike proteins. 

Keywords: LAZ3/BCL6 gene; lymphoma; translocation 
(3;4); small G protein; LAZ3 fushion gene 

Introduction 

One effective strategy for identifying potential onco­
genes involved in the pathogenesis of human leukemias 
and lymphomas has been to clone recurring chromo­
some translocation breakpoints. 

In non-Hodgkin's lymphomas (NHL), a number of 
proto-oncogenes are rearranged via involvement with 
the immunoglobulin (/G) genes at chromosomal 
regions 14q32, 2p12 and 22q11 (Leder et al., 1983). 
This is the case in two main NHL subtypes: follicular 
lymphoma is associated with the t(l4; 18) (q32;q21) 
translocation involving the BCL2 oncogene at 18q21 
(Fukuhara et al., 1979; Tsujimoto et al., 1984) and the 
Burkitt's lymphoma with the t(8;14) (q24;q32) and its 
variants, involving at 8q24 the MYC oncogene 
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(Manolova et al., 1979; Lenoir et al., 1982). Deregu­
lated overexpression of both BCL2 and MYC 
oncogenes results from their fusion with IG genes. 

Recently, we and others have reported that chromo­
soma! translocations involving band 3q27 and the IG 
genes were the third most common specifie abnormalities 
in NHL (Bastard et al., 1992; Deweindt et al., 1993). 
Molecular studies have shown that these abnormalities 
were associated in 37% of B-diffuse, large cel! 
lymphomas with the disruption and deregulation of a 
zinc-finger encoding gene, LAZ3 (Kerckaert et al., 1993) 
also termed BCL6 (Ye et al., 1993) or BCL5 (Miki et al., 
1994). We observed that the LAZ3 transcripts were fused 
with IG sequences (results to be published). 

LAZ3 rearrangements alw occur in severa! NHL 
without the involvement of the JG genes. In the t(3;4) 
(q27;pll) translocation observed in the VAL cell line, 
LAZ3 was shown to be disrupted in the first intron and 
deleted of its first exon and regulatory 5' sequences 
(Kerckaert et al., 1993). Here we report that the 
consequence of the t(3;4) is a fusion of the LAZ3 gene 
and of its mRNA transcript with a sequence from the 
TTF gene at 4p1l. This paper is devoted to the 
identification of this gene and to the characterization of 
the predicted encoded protein as a new member of the 
small G protein family. Sequence and phylogenetic 
analyses indicat.ed that TTF belongs to the RHO 
subfamily and suggest that it might have diverged early 
during evolution. 

Results 

Cloning of the t( 3;4) derivatives in the V AL cel/ fine 

The 3q27 breakpoint of the t(3;4) on the chromosome 
3 derivative ( der3, À 1 V3) was previously cloned in the 
VAL cell line together with the 3q27 germline region 
(t..GGl) (Kerckaert et al., 1993). From the J.lV3 clone 
(Figure 1), we subcloned a non-repetitive EcoRI DNA 
fragment (p515) of the 4p Il region close to the 
breakpoint, allowing the isolation of the germline 
chromosome 4 (MV3), by screening a }.EMBU V AL 
genomic library. Using the 1.3 kb Xbai non repetitive 
DNA fragment as a probe (PL3) we obtained a clone 
containing the 4p 1l-3q27 breakpoint junction of the 
chromosome 4 derivative (der4, IAVl). 

The nucleotide sequences of the t(3;4) junctions on 
the chromosomes 3 and 4 derivatives (der 3 and der 4) 
were aligned with the corresponding 3q27 germline 
region (Figure 2). 
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Figure 1 Breakpoint region on chromosomes 3q27 and 4pll in the VAL cellline. Restriction maps of the sequences created by the 
t(3;4)(q27;pll) translocation in VAL cel! li ne (f..l V3, }.4Vl) and of the 3q27 (f..GGl) and 4pll (MV3) germline configurations. The 
vertical arrows indicate the chromosomal breakpoint. Restriction sites: B, BamHl; E, EcoRl; H, Hindlll; X, Xbal; Xh, Xhol 

Due to the pos1tton of the 3q27 breakpoint which 
disrupted the LAZ3 gene in its first intron (Kerckaert 
et al., 1993), the consequence of the translocation could 
be the transcriptional deregulation of LAZ3 gene by 
ectopie enhancer sequences from 4pll and/or by 
production of a chimeric transcript due to the fusion 
of LAZ3 to another unknown gene. 

Characterization of a LAZ3 fusion transcript 

We looked for a LAZ3 chimeric transcript by an 
anchored RT-PCR approach. The amplification of the 
5' end of LAZ3 eDNA was obtained by reverse 
transcription from V AL mRNA using a primer from 
exon 3 of LAZ3, followed by ligation of an 
oligonucleotide anchor and PCR amplification using 
an anchor primer and a nested LAZ3 primer from 
exon 2. As shown in Figure 3C, the nucleotide 
sequence of the PCR products revealed the fusion of 
a 5' foreign sequence at the acceptor splice site of 
LAZ3 exon 2. This novel transcriptional unit which 
fused to LAZ3 was termed TTF for Translocation 
Three Four. A TTF specifie eDNA fragment was 
derived from this chimeric eDNA by restriction enzyme 
digestion with Hpall (probe PLl) (Figure 3B). This 
TTF probe hybridized with the 1.9 kb Xhol- Xbal 
fragment of the ..1.1 V3 clone (Figure 3A), indicating that 
TTF transcriptional unit was close to the 4p11 
breakpoint. On Southern blot analysis, this probe 
PU when hybridized to V AL DNA detected re­
arranged fragments in Hindiii and BamHI digests 
(Figure 4A). The same fragments cohybridized with the 
3q27-specific probe F372 (Deweindt et al., 1993), 
confirming the joining of LAZ3 sequences with 4p11 
sequences. When hybridized to a Northern blot of 
V AL mRNA, PLl detected a 2.2 kb TTF transcript 
and the 3.8 kb transcript which corresponds to the 
TTF- LAZ3 fusion RNA, exhibiting the same size as 
the normal LAZ3 transcript (Figure 4B). 
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der 4 - TCT AGMGGAACACTA TCACCGTTTGACTCACGTCATCTGCACACAA TTGGAATCCCCTG 

ch~e 3 - CTGTCCCGTCCATCAGTCTCTCTCCTCGGGATGAGCTGGGAGAGCGCGCGGAGGTTCCCG 

111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
der J - CTGTCCCGTCCATCAGTCTCTCTCCTCCGGATGAGCTGGGAGAGCGCGCGGAGGT'l'CCCG 

der 4 
T 

- CACAATTAACATGCACCCAAGAAAGAATAATTTTCAAAGTG'!TCAACATCCCCGCCCCCA 

11111111111111111111111111111111111111111111 
chr J - ACTCCCTCGACTACAACCAAGAAAGAATAAT'I'TTCAAAGTGTTCAACATCCCCGCCCCCA 

1111111111111111 
der 3 - ACTCCCTCGACTACAATTGTATTTTTTTAAAGGAGGCTTTTAATCCAAAAAAATATTTAT 

"' 
der 4 - AGCTCCCCAAAACACAGGGGCAGGGAACACCAAAACACTCGGCTCTCATTACGAAGATCA 

111111111111111111111111111111111\llllllllllllllllllllllllll 
chr 3 - AGCTCCCCAAAACA.CAGGGGCAGGGAACACCA.AAACACTCGGCTCTCATTACGAAGATCA. 

der 3 - AACCTAGAGAGTGGAATGGGGAAGGAGGATGCTT':"TTAATCCTGGCTTTCATTTAGATCC 

Figure 2 Alignment of the 3q27 genomic germline sequence to 
the der 3 and der 4 breakpoints from VAL t(3;4) DNA. The 
arrow indi<-ates the position of the break point 

TTF encodes a novel RAS-related protein 

The full-length TTF coding sequence was obtained by 
screening a B-cell lymphoma (Karpas 422) eDNA 
library with PLl. One clone containing a 1.4 kb insert 
was sequenced, revealing a deduced 191 amino-acid 
reading frame (Figure 5). As observed on Figure 6, 
portions of this sequence showed striking amino-acid 
homology with the RAS superfamily, including the 
RAS proteins (HRAS, 27% identical), the RAB 
proteins (RABlA, 30% identical) and the RHO 
proteins: human RAC1, RHOB and CDC42Hs (43, 
44 and 45% identical) and yeast RH02 (44% 
identical). The highest degree of identity was found 
with the RHO-like CDC42Hs protein (45% identical), 
the human homolog of the yeast 'cell-division cycle' 
CDC42 protein (also termed G25B). The predicted 
amino-acid sequence of TTF contained many of the 
residues that have been shawn to be essential for GTP/ 
GDP binding to the p21Ras protein, including Lys17, 
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Figure 3 Characterization of the TTF-LAZ3 fusion product. (A) genomic restriction map of the ).1 V3 clone containing the t(3;4) 
breakpoint region, showing one exon of TTF (black box) which is spliced to the second exon of LAZ3. White boxes represent LAZ3 
exons 2 and 3. The black and white arrows indicate the transcriptional directions of TTF and LAZ3, respective/y. (B) schematic 
representation of the fusion transcript of LAZ3 and TTF. M25 and M40 were the primers used in the RT-PCR experiments, leading 
to a fusion eDNA product containing only the second exon of LAZ3, spliced to the TTF exon. Black and white frames indicate 
TTF and LAZ3 exons, respectively. The black segment figures the PLI probe which was derived from the TTF sequence by Hpall 
(Hp) restriction enzyme digestion. (C) alignment of the LAZ3 first three exons (lA, 2, 3) sequence to the fusion eDNA RT-PCR 
product (TTF-LAZ3), showing a perfect splice junction between the TTF exon and LAZ3 exon 2. The brackets indicate the donor 
and acceptor splice junction sites. The LAZ3 translational initiation codon is underlined 
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Figure 4 Molecular characterization of the TTF transcriptional 
unit. (A) Southern blot analysis of the DNA from two cases of 
NHL with (VAL) or without (HA Y) the t(3;4)(q27;pll) 
translocation, hybridized with the probe PLI from TTF (Figure 
3). The restriction enzymes used were EcoRI (E), Hindlll (H), 
BamHl (B) and Xbal (X). The abnormal bands detected with the 
PL 1 probe in Barn Hl and Hindi Il digests were indicated by 
arrows. (B) Northern blot analysis with the TTF probe PLI on 
V AL and CEM cel! li nes 

Phe29 and Thr36, respective! y corresponding to Lys 16, 
Phe28 and Thr35 in p21Ras. This TTF sequence a1so 
contained the four conserved domains involved in 
guanine nucleotide binding and hydrolysis, correspond-

t"'f"GCC CCAO.(' /,CACîAA CCC'11 ll.CC;.. TCT't'GGGGTGGAC 

.; 0 TCCCTGCCAGCCCAACTGTTCTATT1'TCAG1TCTTCCAGTGTGAATCACT'TAATAT1'CTC 

1 0 0 GCCAACGAGGGAGACGTTGATCCT ATGAGGAAATCAACCACAGTGA.AAAGGCTTGCGCCG 

1 f>O CTTTTGTTT'I'CCCCTCCTTTTG'M'GAACAAATT'tGATTTCCCGAGTCAGTCATTTTACTG 

2 2 0 TCAAGACA TTTCTTCGGCA TTCTGCAAC~TCCAACATGGCT AGATCCATCAGAAACT 

2 !1 0 GAAGCCGTGGAGAACGCTCTCGGGGCCTTTCCCACTTCTTGGAGT A.GAAGCCGACAGAGA 

3 4 0 GCTGTTTGGAAACTTCTCC'M'CACAC ACCAGTTGAAGACT AGCC"t"M'GGAGGTTTTCAAA 

4 0 0 GCAGACGGTGCTTGGATGGGCAGGGACAAGT AACATTCTGCAAl\ TCCCCGTCAGAGGTCC 

4 6:; TGAGGACACACACCT ACCTGGCTTGCATTCCCCTTGCTGAATGGCGTGTGCTGCAGCTCC 

52 0 CCACTGAGGGCTCTTTTCCCTGGGA TTCTGGACTTCAGAGTAGGACAGCAGGCTGGGAAG 

580 ATGCTGACTTCCATCAAGTGCGTG7TGGTGGGCGACTCTGCTGTGGGGAAAACCTCTCTG 

H L S S I K C V L V G 0 S A V G K T S L 20 

6 4 0 TTGGTGCGCTTCACCTCCGAGACCTTCCCGGAGGCCT ACAAGCCCA CAGTGTACGAGAAC 

L V R F T S E T F P F. A Y K P T V 'i E N 40 

7 0 0 ACAGGGGTGCACGTCTTCATGGATGGCATCCAGATCAGCCTGGGCC'I' CTGGGACACACCC 

T G V 'D' V f M D G I Q l S L G L t,~ D T A 60 

7 01) GCCAA TGACGCCT1"1:'AGAAGCATCCGGCCCCTG-TCCT ACCACOCAGGCAGACGTCGTGCTG 

G N 0 A F R S I R f' L S Y. Q Q A D V V L 80 

B 2 0 A TGTGC'r ACTCTGTGGCCAACCAT AAC'I'CATTCCTGAII.CTTGAAGAACAAGTGGA T'!' CGT 

M C 'i S V A N ti N :..; F L N L K N K W I G 100 

~ 8 0 GAAA.TTAGGAGCAAC'I'TGCCCTGTA.CCCCTG TGCi'GGTGGTGGCCACCCAGACTGACCAG 

E 1 R S N L P C T ? 'J L V V A T Q T 0 Q 120 

91l 0 CGGGAGATCGGGCCCCACAGGGCCTCCTGCGTCAATGCCATGGAAGCGAAGAAACTGGCC 

R E H G P H R A S C V N A M E G K K L A 140 

1 0 0 0 CAGGATGTCAGAGCCAAGGGCT ACC!IGC~TGCTCAGCCCTT AGCAATCGGGGAGT ACAG 

Q 0 V R A K G Y. L l: C .:, A. L S N R G V Q 1.60 

1 0 6 0 CAGGTG'l'TTGAGTGCGCCGTCCCAACTCCCGTCAACChGG...'"'CAGG .:I.C,.,CCAMCAGAAGG 

Q V f E C A V R T ·' V ~~ 0 A R R ~ N R R 180 
1 ~ 2 0 AGGCTCTTC'l'CCATCAATGACTGCAACA TCTTCT A..~ACCO!:.~AGAGAC'I'TCACACAACAC 

R L F S 1 N E C K I f' u• 191 

11 a 0 TT ATCT ATGCACCCCAAAGACT AATGGGGACAGGGAGGGCC~W,..C.~~AGCT'l'G 

1240 GTGT'TTTCTCTGGCTACACCCCAAGCAGCGTCTCCGTTTTGGATAC'AG'M'AM'GA'fGAGC 

1 J 00 CTTGGCCACTGCATGTT'I'TCACT AACT ACACTCT ACAAGTGAACTCCTTGCCCAGGCCAG 

1 J 60 TT AGAAAATCCC'M'CCGGAACTGTGA.TGAAT ATTCCATC'I'TTGA TTAAAAAAGTCAAATA 

14 2 0 GTCTCCATAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

Figure 5 Nucleotide and predicted amino-acid sequences from 
the TTF eDNA. The nucleotide and amino-acid sequences are 
numbered on the left and right, respectively. The splice junction 
of the two first exons are indicated by brackets. The nucleotide 
sequence will appear in the EMBL Nucleotide Sequence Database 
(accession number Z35225) 

ing to residues 10-16, 57-62, 116-120, 147-152 of 
p21 Ras sequence and the C-terminal sequence Cxxx­
COOH required for membrane attachment (segments 
1, 2, 3, 4 and 5 on Figure 6). 
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Figure 6 Alignment of the protein sequence of TTF with members of the RAS superfamily: the human members HRAS, RAB lA, 
RHOB, RACI, G25B (also termed CDC42Hs), and the yeast RH02 member. Positions corresponding to identities (black) and 
homologies (grey) between TIF and the above proteins were obtained using the CLUSTAL alignment program (PC/Gene 
IntelliGenetics !ne). The black segments numbered from 1 to 5 indicate conserved domains in the p21 Ras. The black arrowheads 
(between positions 123 and 129 in TTF) delimite the RHO-specific insertion, which is generally twelve (only five in TTF) residues in 
length, in the RHO subfamily. The single black arrowhead between positions 103 and 104 in TIF figures the RHO-specific deletion. 
The black stars indicate the residues identical for ali RHO proteins 

The protein alignment presented on Figure 6 also 
indicates that the TTF sequence contains many RHO­
specific residues or sequences (Chardin, 1993), such as: 
(i) the 'RHO insertion' sequence (black arrows on 
Figure 6), which generally consists of twelve residues 
for ali the RHO members except for the yeast RH02 
(nine residues) and TTF (five residues) proteins; (ii) the 
deletion of one residue, which is observed in ali RHO 
members (between position 103 and 104 in TTF), (iii) 
sorne RHO-specific amino acids, such as Thr18 and 25, 
Val37, Asn40 (which is the site of ADP-ribosylation by 
the C3 botulinum toxine (Chardin et al., 1989), 
characteristic of the RHO proteins), Arg121, Ala145 
and Cys151; (iv) sorne RHO-specific sequences such as: 
Arg-Pro-Leu-Ser-Tyr (residues 69 to 73 in TTF) and 
Asp-Val (residues 77-78 in TTF). 

The presence of ali these RHO hallmarks in the TIF 
sequence suggested that TIF might be a new RHO-like 
member. For this reason, we made another compara­
tive general proteic alignment (not shown), including 
members of the six different RAS-like subfamilies 
(RAS, RAB, TC4, ARF, OEM/RAD and RHO) and 
the TTF protein, which unambiguously branched the 
new sequence within the RHO subfamily. Therefore, 
we investigated more precisely the relationships 
between TTF and the other RHO members, by 
comparison of the TTF sequence with a set of 24 
sequences of the RHO subfamily, including six human 
(RHOA-H, RHOB-H, RACI-H, 0258-H, RHOO-H, 
RTCO-H), one hamster (RHOO-CR), two drosophila 
(RACl-DRO and CC42-DRO), five yeast (RHOI-Y, 
RH02-Y, CRLI-CA, CC42-SP), four slime mold 
(RACB-SM, RACC-SM, RACD-SM RACl-SM), two 
bacteria (RACl-CEL, CC42-CEL) RHO members. In 

order to simplify the final evoluîional tree, the different 
Rac2, the murine RHO and the human RHOC 
sequences were not included in this comparison. Also, 
to avoid topological abnormalities, we excluded from 
the comparison the N-terminal (corresponding to 
residues 1 to 4 in HRas) and C-terminal (from residue 
165 in HRas) parts of the proteins, as recommended by 
Valencia et al. (1991) and Chardin (1993). Sequence 
alignments (not shown) and phylogenetic tree (Figure 
7) were obtained by using the TREEALION pro­
gramm (Hein, 1989). In agreement with Vincent et al. 
(1992), the phylogenetic tree confirms that the RHO 
subfamily consists of two exclusive groups. The first 
group includes: (i) the subgroup of the RAC proteins 
(RAC1-H, RACl-DRO, RAC1-SM, RACl-CEL, 
RACB-SM), and the RACC- and RACD-SM members 
which appeared to have diverged earlier during 
evolution; (ii) the subgroup of 'cell-division-cycle' 
CDC42 proteins (CC42-DRO, 0258-H, CC42-CEL, 
CC42-SP) with the RTCO-H protein; (iii) the RHOO 
proteins (RHOO-CR and RHOO-H). The second 
group contains: (i) one subgroup, with the yeast 
RHOI, the human RHOA and RHOB genes; (ii) 
another subgroup including the CRL I-CA, y east 
RH04 and RH02 and TTF proteins. Among these, 
RH02 and TTF appeared to derive from a common 
but rather distant ancestor, suggesting that TTF 
belongs to a new subgroup in the RHO subfamily. 

Tissue-specifie expression of the TTF gene 

Expression of the TTF gene was determined by 
Northern blot analysis of different hemopoietic and 
non-hemopoietic cell !ines. Two TTF mRNA tran-
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Figure 7 Phylogenetic analysis of TIF and RHO protein sequences. Twenty-four RHO sequences from different species were 
aligned with TIF by using the TREEALIGN software. The alignment was realized from the first conserved Lys residue (position 6 
in TIF, 5 in HRas) to the Val residue 171 in TIF (see Figure 6) and this sequence alignment was used to elaborate an evolutionary 
tree by using the TREEALIGN program (Hein, 1989). The abbreviations used are: SM, Slime Mold (DictyoseJium Discoide11m); H, 
Hurnan; DRO, Drosophila; CEL, Bacteria (C-Elegans); SP, Schizosaccharomyces Pombe; Y, Y east (Sacclzaromyces Cerevisiae); CA, 
Candida Albicans; CR, Hamster 

scripts were detected in hemopoietic cells: a minor 5 kb 
transcript and a major 2.2 kb transcript (Figure 8). No 
transcript was detected in non-hemopoietic cells 
including a variety of epithelial cell !ines (Figure 8) 
and ether tissues (heart, brain, placenta, lung, liver, 
muscle, kidney, pancreas) (multi-tissue Northern blot, 
not shown). 

Discussion 

We have demonstrated that the consequence of the 
t(3;4) translocation in the V AL cel! line is the fusion of 
a small G protein encoding gene, TTF, to the 
lymphoma associated LAZ3JBCL6 gene. 

The LAZ3JBCL6 gene encodes a potential transcrip­
tion factor, sharing N-terminal homologies with the 
Drosophila tramtrack transcription factor and contain­
ing six zinc-finger motifs (Kerckaert et al., 1993; Ye et 
al., 1993; Miki et al., 1994). The 3q27 chromosomal 
breakpoint in t(3;4) was localized in the first intron of 
LAZ3, 2 kb downstream to the first untranslated exon 
(Kerckaert et al., 1993). 

The LAZ3 chimeric transcript contained at the 5' 
end a TTF sequence spliced to LAZ3 exon 2 with 
normal donor and accepter splice sites. Such a fusion 
of the LAZ3 gene was also observed in the t(3;14) 
(q27;q32) translocation, with the immunoglobulin JH 
genes alternatively spliced to the LAZ3 exon 2 
(unpublished data). 

Hemopoietic 
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Figure 8 Tissue specifie expression of the TTF gene. Expression 
of the TTF gene was analysed in hemopoietic and non 
hemopoietic cells (see Materials and methods). Polyadenylated 
RNA sam pies (5 Jlg) were hybridized with the 1.4 kb TTF eDNA 
used as a probe. Actin expression was tested in the same samples 
to evaluate both quantity and quality of RNA samples 

In the VAL cel! line, we have failed to detect a 
reciprocal LAZ3-TTF fusion transcript from the 
derivative chromosome 4, using a RT-PCR method 
(data not shown). Such a transcript might contain the 
coding part of the TTF gene and might be under the 
control of the LAZ3 5' regulatory sequences. 

TTF, the fusion gene partner of LAZ3 in t(3;4) is a 
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new member of the RAS gene superfamily (Figure 6). 
Proteins that belong to the RAS superfamily can be 
divided into six major subfamilies on the basis of 
amino-acid sequences: (a) the RAS/RAL, RAP proteins 
(Ellis et al., 1981; Lowe et al., 1987; Pizon et al., 1988; 
Chardin and Tavitian, 1989) which have been shawn to 
participate in cell proliferation and differentiation; (b) 
the products of the RAB or YPT subfamily (Touchot et 
al., 1987) responsible for the vesicular transport (Bacon 
et al., 1989; Van der Sluijs et al., 1991); (c) the RHO 
gene products (Madaule and Axel, 1985; Polakis et al., 
1989) shown to participate to scaffolding of actin 
microfilaments (Chardin et al., 1989; Paterson et al., 
1990; Ridley and Hall, 1992) and cell polarity and 
cytoskeleton integrity, for two members of the RHO 
family, CDC42 (Kikuchi et al., 1988) and RhoG 
(Vincent et al., 1992); (d) TC4 (Drivas et al., 1990); (e) 
ARF (for ADP ribosylation factor), shown to be a 
regulator of the membrane traffic and organelle 
structure (Donaldson and Klausner, 1994); (f) RAD 
and GEM (Reynet and Kahn, 1993; Maguire et al., 
1994), whose functions are unknown. 

In this work we observed that the TTF predicted 
protein sequence contained ali the crucial residues and 
the four conserved domains that are involved in the 
guanine-nucleotide binding and hydrolysis function of 
the RAS proteins (segments 1, 2, 3, 4, Figure 6), but 
with sorne distinctive features. First, in the domain 
involved in the GTPase activity (segment 1) TTF 
exhibits a Ser-Ala motif at positions 13-14 correspond­
ing to the positions 12-13 in Ras, which are essential 
and correspond to Gly-Gly in most of the proteins of 
the RAS subfamily. In the Ras protein p21, replacement 
of Gly 12 by another amino-acid, except Pro, leads to a 
transforming potential (Seeburg et al., 1984). In the 
adjacent position (Gly 13) the replacement by Asp but 
not by Seris transforming in the p21Ras (Fasano et al., 
1984). However there is variation in these positions 
among other members of the RAS superfamily 
(Valencia et al., 1991). Thus, Gly-Gly in RAS and 
RAL, RAP proteins becomes Gly-Gly, Thr-Gly or no 
Gly in RAB proteins, with a Ser residue in position 12 
(as the Ser 13 in TTF), for 10 among 14 members of the 
RAB subfamily. In the Rab5A protein, a Ser-Ala motif 
is observed in positions 12-13 (as 13-14 in TTF), but the 
Ala 14 found in TIF is a1so found in ali the RHO 
proteins (Chardin, 1993; see Figure 6). In spite of these 
deviations from RAS, sorne RAB proteins such as Rab3 
(Ser-Ser) have a GTPase activity comparable to or even 
higher than p21 Ras (Zahraoui et al., 1989). Another 
RAS-like protein isolated from plants exhibits a Ser 
residue in position 12 and in this case the authors also 
showed that the guanine nucleotide binding was not 
inhibited (Terryn et al., 1993). Another particularity of 
the TTF protein sequence in this region is the presence 
of a Thr residue at position 41 (40 in p21 Ras) instead of 
Tyr or Phe in the RAS, RHO, RAB subfamilies. As we 
obtained our TTF eDNA from a B-cell lymphoma we 
checked the possibility of a mutation at codons 13 and 
41 in TTF by sequencing the germline genomic 
counterpart, but an identical sequence was obtained. 
The second highly conserved domain (segment 2, Figure 
6, DTAGQE in Ras) contains two essential residues for 
ali G proteins: Asp58 and Gly61 (respectively 57 and 60 
in Ras). Again in this region there is a particularity in 
the TTF sequence: the presence of one Asn and one Asp 
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residues at positions 62 and 63 in TTF instead of Gin 
and Glu, for almost the entire RAS superfamily 
(Chardin, 1993). The third domain (segment 3, Figure 
6, NKxDL in Ras) presents sorne variations in the 
RAS/RAL, RAP, RAB/YPT, RHO families. The first 
two and fourth crucial residues Thr, Gin, Asp observed 
in TTF are in agreement with these variations (Valencia 
et al., 1991), but at the fifth position the Gin residue 
observed in TTF has not been reported in other small G 
proteins. Moreover, in this region (LVGNKxDL) there 
is one insertion of a Val residue in TTF. 

These small variations in these three domains 
between TTF and the other members of the RAS 
superfamily, lead us to suggest that the nucleotide 
binding site in TTF may have unusual properties. In 
that regard, it will be essential to check the guanine 
nucleotide binding and intrinsic GTPase activities of 
TTF. 

There is a crucial interaction in p21 Ras between 
two highly conserved residues, Asp119 (120 in TTF) 
from the third domain and Ser145 (146 in TTF) from 
the fourth ExSA motif (segment 4), which is perfectly 
conserved in TTF as in ali members of the RAS 
superfamily. · 

The predicted TTF protein sequence also contains the 
CxxxC-terminal consensus geranylgeranylation motif, 
needed to the membrane anchorage of the G proteins. 

Together these data strongly suggest that the 
function of the TTF protein is related to that of the 
small G proteins. 

In this work we have shown that TTF contains most 
of the RHO-specific motifs, especially the RHO 
insertion ( residues 124- 128). Phy\ogenetic analysis 
obtained using an alignment of 24 RHO proteins has 
ranked TTF in a new RHO subgroup and has ascribed 
a common ancestor to the TTF and yeast RH02 
proteins (Figure 7). Both proteins share a shortened 
RHO insertion, 5 and 9 residues respectively, instead of 
12 in ali the other RHO proteins (Chardin, 1993). 

Unlike most other RAS proteins which are expressed 
ubiquitously (Barbacid, 1987; Bos, 1988; Olofsson et 
al., 1988) TTF is expressed only in hemopoietic cells 
(Figure 8), like the Rac2 protein (Reibel et al., 1991). 
This Rac2 protein was shown to regulate the NADPH­
oxidase in neutrophils (Knaus et al., 1992). It was also 
shown that its expression was restricted to the 
lymphoid lineage and was strongly stimulated during 
T-cell activation (Reibel et al., 1991). Nevertheless, the 
TTF protein is distant from the Rac2 protein in the 
phylogenetic tree (Figure 7). 

A detailed study of TTF expression in normal 
hemopoietic cells, together with the determination of 
the nature and regulation of the TTF promoter is 
needed, in addition to a study of the subcellular 
localization of the protein, in normal and pathologie 
ce lis. 

Materials and methods 

Cell tines and patient sample 

Hemopoietic ce/1 fines The V AL ce li line is a stable B ce li 
line established from bone marrow cells by C Bastard 
(unpublished). The karyotype is: 49, XX, dup(2) (pll;pl5), 



t(3;4) (q27;p Il), t(8; 14; 18) (q24;q32;q21 ), + 8, + ider(8)­
t(8; 14; 18)( q24;q 32;q21 ), +der( 12)t( 1; 12)( q24;q24). 

This and the other cell !ines, T cell !ines (JURKA T 193, 
JURKAT CD3, CEM), B celllines (RAJI, K422, PRl) were 
maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10% 
fetal calf serum. 

Epithelial cel/ /ines MDA, T47D, VHBI, BT20 (breast 
carcinoma), A549 (lung carcinoma) were maintained in 
Dulbecco's minimal essential medium (DMEM) supplemen­
ted with 10% calf serum. 

The Karpas 422 cell tine was kindly provided by Dr A 
Karpas, Cambridge. The PR 1 ce li li ne was previously 
established by one of us (CB). The other cell !ines were 
from ATCC. 

Patient sample HA Y: tumor cells from fresh lymph nodes 
of a patient with B-cell NHL bearing a t(3; 14)(q27;q32) were 
obtained as described previously (Deweindt et al., 1993). 

DNA c/oning 

A VAL genomic DNA library was made in the i.EMBL3 
vector: about 300 J.lg of genomic DNA from VAL cells was 
partially digested by Sau3A, fractionated by size on a 
sucrose gradient and fragments between 15 and 20 kb were 
ligated into ).EMBU. A Karpas 422 complementary DNA 
li brary was made in the i.gt 10 vector. In both cases the 
recombinants were packaged with the Gigapack II plus kit 
(Stratagene), plated and screened at the time of primary 
plating with the different probes. 

Plaque hybridizations were carried out on nitrocellulose 
replicas for 24 h under stringent conditions (50% formamide/ 
5 x SSPE-5 x Denhardt's-1% SOS buffer, 42°C) and washing 
was performed in 2 x SSC at 22°C followed by 0.1 x SSC, 
0.1% SOS at 22oC and then at 55°C. 

DNA sequencing 

The genomic and complementary DNA fragments of 
interest were subcloned into Bluescript KSI! phagemid 
for DNA sequencing by the dideoxy chain termination 
method, using the sequenase sequencing kit (USB). Data 
base searches and sequence analyses were worked out by 
using CITI2 facilities. 

Phylogenetic analysis 

Phylogenetic ana1ysis was performed by using CITI2 
facilities, with the TREEALIGN program for protein 
sequence a1ignment, distance computation, and construc­
tion of phylogenetic trees (Hein, 1989). We align the TTF 
sequence with 24 RHO sequences from different species 
(Bacteria, S1ime Mo1d, Yeast, Drosophila and Human), 22 
of them being present in the Swissprot bank (version 28), 
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RT-PCR ana/ysis 

We used a RT-PCR method (5' ampliFINDER RACE Kit, 
PROMEGA) to detect the presence of LAZJ mRNA 
products from the V AL cell li ne. The amplification of the 
5' end of LAZ3 eDNA was obtained by reverse transcrip­
tion using the primer M40 (Figure 3) from ex on 3: 5'­
TGGAT ACAGCTGTCAGCCGGCG-3', followed by the 
ligation of the ampliFINDER anchor and PCR using the 
anchor primer and a nested primer, M25 (Figure 3) from 
ex on 2: 5' -A TGCCTTGCTTCACAGTC-3'. Amplification 
products with various sizes were obtained ali containing at 
the 5' end a foreign sequence spliced to LAZJ exon 2. 

DNA and RNA ana/ysis 

Southern blot ana/ysis Preparation of high molecular 
weight DNA, restriction enzyme analysis and electrophor­
esis were performed according to standard procedures. 
Fifteen 11g of high molecular weight DNA were digested 
with the different enzymes, fractionated by agarose gel 
electrophoresis, denatured and transferred onto nitro-nylon 
membrane hybond C (Amersham). Ali the restriction 
enzymes were purchased from Boehringer, Mannheim. 
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nitro-nylon membrane. 

After Southern or Northern blotting the filters were 
hybridized for 16 h at 42°C in stringent conditions (50% 
formamide, 42°C). The washing was performed in 2 x SSC at 
22°C followed by 0.1 x SSC, 0.1% SOS at 22°C and then at 
6SOC, or followed by 2 x SSC, 0.1% SDS at 65°C for 
Southern or Northern blots, respectively. 
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V- Détermination de la séquence cible nucléique de la protéine LAZ3. 

Les résultats qui suivent sont publiés dans Genes Chromosome and Cancer, 13 : 

221-224 ( 1995). Ils concernent un travail réalisé par l'équipe de T. Mc Keithan, auquel 

nous avons été associés. En parallèle, nous avons, au laboratoire, réalisé des travaux 

similaires. 

Dans les deux cas, c'est la technique de CAS1ing (Çyclic..dmplification and 

~election ofTargets) (Pollock et Treisman., 1990~ Wright et al., 1991) qui fut utilisée. 

Cette méthode permet de caractériser des séquences nucléiques spécifiques en utilisant 

une faible quantité de protéine. La protéine utilisée est souvent une protéine de fusion 

avec la gluthatione-S-transférase (GST). Cette protéine est incubée avec un "pool" 

d'oligonucléotides de séquence aléatoire et soumise à plusieurs cycles 

d'immunoprécipitation, amplification par PCR et éventuellement d'un retard sur gel. 

La protéine que nous avons produite pour cette étude contient les 435 acides 

aminés C-terminaux de LAZ3/BCL6 en fusion avec la GST. L'oligonucléotide utilisé 

comporte une partie centrale de 26 paires de bases aléatoires, encadrée par 2 séquences 

contenant des sites de clonage et servant d'amorces de PCR. 

Dans nos conditions, le consensus établi après plusieurs cycles 

d'immunoprécipitation, PCR et retard sur gel, restait très vague. Par contre, l'équipe 

américaine utilisa une protéine de fusion plus petite qui ne contient que les 289 derniers 

acides aminés C-terminaux de LAZ3/BCL6, avec un oligonucléotide de 16 bp aléatoires. 

Dans ce cas, une séquence consensus 5' TTTNNNGNNATNCTT 3' a pu être obtenue. Ce 

consensus chevauche (bases soulignées) la séquence récemment décrite par Kawamata 

et al,: 5' (Tl A) NCTTTCNAGG(A/G)AT 3' comme la séquence de reconnaissance de la 

protéine BCL6 (Kawamata et al., 1994b ). En additionnant ces deux résultats, nous 

obtenons un consensus total de 24 bases. Chaque doigt de zinc ne reconnaissant que 3 

paires de bases (Pavletich et al1991 ), le véritable consensus ne devrait contenir que 18 

bases. Il semblait donc qu'une autre partie de la protéine puisse contribuer à la fixation. 
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BCL6 Encodes a Sequence-Specifie DNA-Binding Protein 

Beverly W. Baron, Regan R. Stanger, Ellen Hume, Annamma Sadhu, Rosemarie Mick, Jean-Pierre Kerckaert, 
Clotilde Deweindt, Christian Bastard, Giuseppina Nucifora, Nancy Zeleznik-Le, and Timothy W. McKeithan 
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Chromosomal rearrangements of BCL6 are commonly associated with diffuse large-cell lymphomas. We set out to determine 
the DNA-binding site of a glutathione-S-transferase fusion protein containing the BCL6 zinc finger region by employing cyclic 
amplification and selection of targets (CASTing). From oligonucleotides containing 16 central random bases, sequences binding 
to the protein on glutathione-coated beads were repeatedly selected and amplified by polymerase chain reaction {PCR). The 
binding sites were cloned and sequenced. A consensus, TTTNNNGNNATNCTTT, was obtained. Protein binding studies of 
double-stranded oligomers containing point mutations within the 3' CTTT confirmed the binding specificity of this part of the 
consensus. ln addition, evidence indicated that sorne of the base pairs held constant in the oligonucleotides used for CASTing 
also contributed to binding. Genes Chromosom Cancer 13:221-224 (1995). © 1995 Wiley-Liss, lnc. 

Chromosomal rearrangements of BCL6, a re­
cently identified gene on chromosome 3, band q27 
(Baron et al., 1993; Kerckaert et al., 1993; Ye et 
al., 1993a), are detectable in one-fifth to one-third 
of diffuse large-cell B-cell lymphomas (Bastard et 
al., 1994; Offit et al., 1994 ). This gene (previously 
termed LAZ3) encodes a 79 kDa protein that con­
tains 6 Cys2-His2 zinc fingers in its C-terminal por­
tion and shares amino-terminal homology with a 
number of transcriptional regula tors, including the 
Drosophi/a tramtrack and Broad-complex genes 
(Kerckaert et al., 1993), but its function remains 
uncertain. We set out to determine whether the 
zinc finger region can bind DNA and the nature of 
the consensus binding site with the use of the cy­
clic amplification and selection of targets (CAST­
ing) technique (Wright et al., 1991) and a glu­
tathione-S-transferase fusion protein bound to 
glutathione-coated beads. 

A fragment of the BCL6 gene, beginning at po­
sition 1335 to the end of the published sequence 
(Kerckaert et al., 1993 ), was subcloned into the 
Ncol site of the pGEX-KG vector (Smith and 
Johnson, 1988). The resulting construct encoded 
the C-terminal 289 amino acids of BCL6 and in­
cluded the entire zinc finger region. The fusion 
protein was expressed in bacteria containing the 
construct by induction with 0.4 mM isopropyli3-D­
thiogalactopyranoside for 4 hr. The protein was sol­
ubilized (Grieco et al., 1992), then bound to beads 
cross-linked to glutathione (Sigma, St. Louis, MO) 
at 4°C over a 3 hr period. The protein was effi­
ciently expressed, but only a small fraction could 
be solubilized. Of the solubilized protein, the ma-

© 1995 Wiley-Uss, lnc. 
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jority was incapable ofbinding to glutathione beads 
and thus appeared to be improperly folded. After 
protein binding, the beads were washed severa! 
times with phosphate-buffered saline prior to sub­
sequent reactions. 

Multiple rounds of CASTing (Wright et al., 
1991) were performed with the use of double­
stranded 60-mers containing 16 random base pairs 
flanked on each side by a sequence containing a 
BamHI or Hindiii restriction site. The forward se­
quence was 5'-CAGTGCTCTAGAGGATCCGT­
GAC-3', and the sequence that followed the 16 
random base pairs was 5'-CGAAGCTI'ATCGA­
TCCGAGCG-3'. The oligonucleotides were made 
double-stranded by extension with Taq DNA poly­
merase in a mixture containing a primer comple­
mentary to the second sequence described above. 
This DNA was bound to protein on glutathione­
coated beads at 4°C in 25 mM Hepes, 50 mM po­
tassium chloride (KCI), 1 mM ethylenediamine 
tetraacetic acid (EDTA), 10 mM magnesium chio­
ride (MgCl2), 0.5% NP-40, 5% glycerol, 1 mM 
dithiothreitol (OTT), and 0.01 ng/f.LI polydeoxyi­
nosinic-deoxycytidylic acid (polydl-dC) sodium. 
Then multiple rounds of selection and amplifica­
tion were performed by polymerase chain reaction 
(PCR). For each subsequent round of selection, 10 
f.LI of the DNA from the prior cycle was added to 

the protein-beads complex in the presence of the 
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binding buffer. PCR was performed for 10 cycles 
(94°C 1 min, 52°C 2 min, 72°C 2 min; Twin 
Block r• System, Ericomp, Inc., San Diego, CA). 
DNA probes were prepared by PCR in a reaction 
similar to that above (4 cycles; DNA thermal cy­
cler, Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT), with ad­
dition of 0.25 1-1Ci c:x-32P-dCTP (3,000 Ci/mmol). 
For electrophoretic mobility shift assays (El'viSAs), 
the DNA was bound to the protein for 30 min at 
room temperature in a 25 J.LI reaction mix contain­
ing 9 ng sonicated placenta! DNA, 25 J.Lg bovine 
serum albumin (BSA), and buffer (10 mM Tris, pH 
7.5, 50 mM NaCI, 1 mM EDTA, 1 mM OTT, 5% 
glycerol). The reaction mix was electrophoresed on 
a gel containing 4.8%/0.13% acrylamide/bisacryla­
mide and Tris-glycine EDTA (TGE: 0.03 M Tris 
base, 0.2 M glycine, 1.2 mM EDTA) in TGE 
buffer (0.025 M Tris base, 0.19 M glycine, 1 mM 
EDTA). 

For binding assays, the protein was bound to the 
glutathione-linked beads as described, and then 
isolated by 3 elutions at 4°C using a buffer contain­
ing 50 mM Tris, pH 8, 10 mM EDTA, 10 mM 
OTT, 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and 
15 mM glutathione. The protein (approximately 
0.5 J.Lg) was bound to the DNA probes (15,000 
cpm) at 4°C over a 2.5-4 hr period in a total vol­
ume of 25 J.LI containing 100 ng polydl-dC and 25 
J.Lg BSA in zinc buffer (20 mM Hepes buffer, 5 mM 
MgCI2, 70 mM KCI, 0.05% NP-40, 0.5 mM OTT, 
100 J.LM ZnCI2) and electrophoresed on a polyacryl­
amide gel as described over a 2.5-3 hr period. 

A band was visualized on EMSA by the 8th 
round of CASTing. After the 12th round of selec­
tion, a band corresponding in position to the "gel 
shift" was excised, and the DNA was electroeluted 
and amplified by PCR. Multiple controls revealed 
that DNA binding was specifie for BCL6 and that 
BCL6 did not bind nonspecifically to random 
DNA. The DNA was separated on an 8% poly­
acrylamide gel. The bands at 60 bp were excised 
and electroeluted, and the DNA was again ampli­
fied by PCR. After EMSA again confirmed binding 
with BCL6, the DNA was subcloned into the 
BamHI and Hindiil sites of pBiuescript II KS­
(Stratagene, La Jolla, CA). 

The nucleotide sequences of the clones were 
determined using the dideoxy-chain termination 
method (Sanger et al., 1977). Sequencing of 25 
clones isolated after the 13th selection step re­
vealed a consensus, TTTNNNGNNATNCTTT 
(Fig. 1). Probabilities were estimated based on the 
binomial distribution with significance set at P < 
0.05 for each position indicated-P :S 0.007 for 

1 c t t c 9 A T G G A A A T A C T T T C T A 9 t 

3 a c C T A C T A G A A A C A C T T T c 9 a a 9 
4 9 a c A A G A T T A C A G C A T T T c g a a 9 
5 a c C T C T A G G T T T T G C T A T c g a a 9 
6 a c A A A C G T G T G G C A A T T T c g a a 9 
7 a c T G G T T A C C A T A T C T T T c 9 a a 9 
8 a c A T T C C T A A T T T A C T T T C 9 a a 9 
9 a c T T A T C G G G A T A T T C T T C 9 a a 9 

10 a c T A G C C A G G A G A T C C C T c 9 a a 9 
11 a c G T N C C C A G T A A T T C T T c 9 a a 9 
13 a c C C A G T A A T T G T T C T T T C 9 a a 9 
14 a c C T C G A T G A A T G A A T A T c 9 a a 9 
15 a c N A T C C A G G A N T N A T A T C g a a 9 
16 a c T G T T T A A G A A T G T C T T C 9 a a 9 
17 n c N GAG CG G CC N N G TA TT c 9 a a 9 
lB n c T T T C A C T T C T T G C T T T c 9 a a 9 
19 a c C C C T A G A T T A C A C T T T c 9 a a 9 
20 a c A T T T T T T C T A T G C T T T c g a a 9 
21 a c T A G A T T A C A C A C T C C T c 9 a a 9 
22 a c T T T G T N G N A A T G T T T T c 9 a a 9 
23 a c T A T G C T T T T G A T G T T T C 9 a a 9 
24 a c C A T C T A G G A A G A C T C T C 9 a a 9 
25 a c T C T A A G A A T N T N C T T T c 9 a a 9 

G 1 3 3 6 1 5 10 6 1 4 3 6 1 0 0 0 
A 3 7 6 2 6 7 7 5 B 8 6 6 4 1 3 0 
T 9 9 9 6 B 7 4 6 8 6 9 6 6 16 16 22 
c 72387204313211530 

Figure 1. Sequences of ali the clones are indicated. except for clones 
2 and 12. which did not contain the 3' T. Constant flanking sequences are 
in lowercase. Only clone 1 contained the consensus in the opposite 
orientation relative to the constant flanking sequences. Each nucleotide 
was assumed to have equal probability (0.25) at each position in the 
sequence. Clones 1, 2. and 12 were not included in the statistical analysis. 
The probability of the observed frequency of a particular nucleotide 
from 22 clones was calculated based on the binomial distribution. Sta­
tistical slgnif10mœ 'MIS set at l' < 0.05 (oc- each position indicated (P s 
0.007 for each nucleotide witttin the 3' CTTT). P nlues for TTT­
NNNGNNATNCTTT were, respectively (5' to 3'): T (P < 0.03); T.T 
(each P < 0.04); G (P < 0.015); A (P < 0.05); T (P < 0.04); C (P = 
0.007); T,T (each P = 0.000003); T (P < 0.000001). 

each nucleotide within the 3' CTTT; 9 of 25 
clones exactly matched this sequence. In ali except 
one clone (clone 1), the consensus sequence oc­
curred in the same orientation and position. A pos­
sible explanation for this result is that base pairs 
within the 3' constant position of the oligonucle­
otides contributed to binding. 

The validiry of the consensus was tested with 
the construction of 7 different 60-mers. The first 
60-mer included 16 central pairs identical to those 
of clone 19 (Fig. 1) flanked by the constant se­
quences at the end of the oligonucleotides origi­
nally used for CASTing. Each of rhe other 6 oli­
gomers contained a single point mutation in the 
CTTT portion of the consensus (Fig. 2) or in the 
CG bases immediately 3' in the flanking constant 
region. The oligomers were each annealed with a 
21-mer complementary to their 3' end, made dou­
ble-stranded by extension with Klenow poly- · 
merase, bound to the purified zinc finger BCL6 
fusion protein, and analyzed by EMSA. The oli­
gomer with the consensus (oligo-1) showed strong 
binding, and the radioactive probe was Iargely dis-
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Oligo 1 

Mutant oligos: 5 3 6 
G G A 
11 11 11 

cagtgctctagaggatccgtgacCCCTAGATTACACTTTcgaagcttatcgatccgagcg 
u u. u. 
G G T 

Mutant oligos: 4 2 7 

Figure 2. Oligomers constructed for protein binding studies. Oligo­
mer 1 consists of the 5' primer used for CASTing (first 23 base pairs), 
followed by the sequences of the 19th clone listed in Figure 1 (next 

placed from BCL6 by a 300-fold excess of the sa me 
cold oligomer (Fig. 3), supporting the notion that 
the binding of oligo-1 was specifie. Oligos 2, 3, 4, 
and -5 each contained a point mutation in the in­
ternai consensus (Fig. 2), and they did not bind as 
strongly to BCL6 as did oligo-1, which contained 
the entire consensus (Fig. 3). Oligonucleotides 
were also synthesized to test the possibility that the 
constant bases C and G immediately 3' of the cen­
tral consensus contributed to binding affinity. Oli­
gos 6 and 7 each contained a point mutation in the 
primer sequences; oligo 6 did not bind as weil to 
BCL6 as did oligo 1, but the mutation in the 
primer region (G toT) of oligo 7 produced binding 
equal to that of oligo 1 (Fig. 3 ), suggesting that this 
nucleotide is not essential for binding. A 300-fold 
excess of cold oligo 1 displaced the binding of each 
of the 32P-labeled mutated oligomers (Fig. 3, + 
lanes), but a 300-fold excess of the cold mutated 
oligomers 2, 3, 4, 5, and 6 did not displace the 
binding of oligo-1 (Fig. 4). However, a 300-fold 
excess of cold oligo 7 displaced the binding of ra­
dioactively labeled oligo 1 (Fig. 4 ). 

BCL6 belongs to the Kruppel-like subfamily of 
zinc finger proteins (Kerckaert et al., 1993; Ye et 
al., 1993b). Because of its homologies with zinc 
finger-transcription factors, it has been suggested 
that BCL6 may be a DNA-binding transcription 
factor that regulates organ development and tissue 
differenciation (Kerckaert et al., 1993; Ye et al., 
1993b). We have shown that the zinc finger region 
of BCL6 is a sequence-specifie DNA-binding pro­
rein and have identified a consensus binding site. 
Since in ali except one clone the consensus se­
quence occurred in the same orientation adjacent 
to the 3' constant base pairs, it is likely that this 
constant part contributed to binding. This was con­
firmed for the cytosine immediately adjacent to the 
3' end of the consensus. The validity of a portion 
of the consensus sequence was tested with the use 
of oligomers containing point mutations. The 
weaker binding of the oligomers that contained a 
point mutation in the 3' consensus sequence 
CTTTC, as weil as their inability to displace the 

16 bases), and ending with the 3' primer used for CASTing (last 21 base 
pairs). Each of the other 60-mers has a point mutation in the consensus 
or in the 2 bases adjacent to the 3' side of the consensus. 

1 2 
- + - + 

1 
- + 

3 4 5 6 7 -----+-+-+-+-+ 

Figure 3. Competition for BCL6 binding with consensus binding-site 
DNA. Radioactively labeled double-stranded 60-mers bound to BCL6 
protein (alternate lanes); numbers correspond to consensus oligo 1 
(lane 1) or to the oligomers with the point mutations (oligos 2-7; 
(lanes 2-7), as described in Figure 2. Adjacent lanes ( +) show com­
petition for 8Ci.6 DNA binding when the radioactive double-stranded 
oligomer in the adjacent preceding lane (-) is mixed with 300-fold 
excess of nonradioactive double-stranded oligo 1. 

oligomer containing this consensus, confirms the 
importance of these bases in binding BCL6. 

In this study, we performed more than the usual 
number of rounds of PCR. Since we did not know 
whether the protein would bind DNA, or the na­
ture of the DNA binding, CASTing was performed 
under low stringency conditions that would be 
likely not to interfere with even weak binding; 
e.g., only a very low leve! of competitor (0.01 ng/IJ.l 
of polydl-dC) was added to the reaction rn ix. This 
is likely to have decreased the selection efficiency 
of each step and therefore necessitated a larger 
than usual number of selection steps. A band on 
gel shift was visible by the 8th round of PCR am­
plification, but we elected to perform additional 
rounds of selection. The validity of the DNA-bind­
ing site can be supported with the following data: 
DNA binding was specifie for BCL6; BCL6 did 
not bind to random DNA; each nucleotide in the 
consensus was statistically significant (P < 0.05); 
and the results of the competitive binding studies, 
as depicted in Figures 3 and 4, were also consistent. 
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2 3 4 5 6 7 

Figure 4. Competition for BCL6 binding: the consensus sequence vs. 
mutant oligomers. BCL6 binding when radioactively labeled double­
stranded consensus oligo-1 (lane 1) is mixed with 300-fold excess of 
itself or of each cold double-stranded mutant oligomer (oligos-2-7; 
lanes 2-7; see Fig. 2), as indicated. The EMSA shows that the mutant 
double-stranded oligomers do not displace the consensus oligomer, ex­
cept for oligo-7, which had a mutation in the constant region used for 
CASTing. 

From our observations it seems likely that many 
DNA residues con tri bute to BCL6 binding and that 
a mutation in any single base may weaken binding 
but not eliminate it. During preparation of this 
manuscript, a publication appeared by Kawamata et 
al. ( 1994) presenting a BCL6 recognition sequence, 
(T/A)NCTITCNAGG(NG)AT, which partially 
overlaps and confirms ours but extends more 3'. 
These 3' sequences, wh en combined with our more 
S'consensus, total 24 base pairs. There is evidence 
that in tandem arrays of zinc fingers, each finger 
typically interacts with 3 base pairs (Pavletich and 
Pabo, 1991); therefore, one might predict that the 
6 zinc fingers ofBCL6 could bind 18 base pairs. The 
recognition sequence we describe (24 base pairs 
total) suggests that other parts of the protein might 
contribute to binding as has been described, e.g., 
for the zinc finger proteins erb A (Chen et al., 1993) 
and MIG1 (Lund in et al., 1994). Data base searches 
for matches with the central part of the consensus 
have revealed a number of genes that contain one 
or more partial copies in the promoter region, in­
cluding those of severa! viruses (most notably hu­
man immunodeficiency virus). The central part of 
the consensus overlaps with certain NF -KB sites 
and with binding sites for the interferon regulatory 

factors (IRF -1, IRF -2) fou nd in a number of alpha 
interferon genes. However, much more work is re­
quired to clarify the significance of these correla­
tions. 
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VI- LAZ3 : une protéine qui ne fonctionne pas comme un facteur de transcrip­

tion classique diffusible? 

Les résultats que nous présentons ici sont sous presse dans Oncogene (Dhordain 

et al., janvier 1996) 

Concernant l'expression physiopathologique de LAZ3, les seules données sont 

relatives aux variations du taux d'ARNm dans différentes lignées (Otsuki et al., 1995). 

Afin d'étudier la protéine LAZ3, deux anticorps polyclonaux de lapin ont été générés. Ces 

anticorps sont dirigés contre deux portions de la protéine extérieures aux domaines 

BTB/POZ et à la région contenant les doigts de zinc. Ils reconnaissent un doublet de 79 

KDa dans des lignées cellulaires de cellules B, possédant ou ne possédant pas d'anomalie 

en 3q27, en accord avec le mécanisme de la translocation qui n'affecte pas le cadre de 

lecture. 

Afin de déterminer la localisation sub-cellulaire de la protéine LAZ3, nous avons 

construit un certain nombre de vecteurs d'expression qui contiennent des délétions plus 

ou moins importantes du domaine BTB/POZ de LAZ3 et des chimères entre LAZ3 et 

d'autres domaines fonctionnels. 

Les expériences d'immunofl.uorescence (réalisées par Philippe Dhordain) sur des 

cellules COS et NIH3T3, transfectées de façon transitoire, montrent que la protéine 

LAZ3 présente une localisation nucléaire de type ponctuée, spécifique avec les deux 

types d'anticorps. Cette localisation apparaît être directement reliée à l'activité de la 

protéine LAZ3. Nous montrons que cette localisation nucléaire ponctuée est dépendante 

du domaine BTB/POZ, en transfection transitoire. Ces résultats indiquent que la protéine 

LAZ3 possède la capacité à former des agrégats nucléaires de grande taille et suggèrent 

que cette protéine puisse normalement interagir spécifiquement avec l'ADN à travers ces 

sous-structures nucléaires. 

Des résultats récents ont montré que la protéine LAZ3/BCL6 endogène présente 

également une localisation nucléaire ponctuée (Cattoretti et al., 1995). 
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ABSTRACT 

The LAZ3/BCL6 gene was identified by its disruption in 3q27 translocations 

associated with diffuse large cell lymphomas. It is predicted to be a transcription factor as it 

contains six Krüppel-like Zinc finger motifs and aN-terminal BTB/POZ domain, a protein/protein 

interaction interface that is widely conserved in Metazoans. Using two antisera raised against non 

overlapping regions of the predicted ORF, we demonstrate that the LAZ3/BCL6 protein appears 

as a close ca. 79 kDa doublet in B lymphoid cell tines with either a rearranged or a non rearranged 

LAZ3/BCL6 locus. By immunofluorescence experiments on transiently transfected COS-1 or NUI 

3T3 cells, we show that the LAZ3/BCL6 protein displays a punctuated nuclear localisation. This 

appears to rely on LAZ3/BCL6 proper folding and/or activities as it is impaired in a hormone 

reversible-fashion through fusion of LAZ3/BCL6 to the ligand-binding domain of the oestrogen 

receptor. Moreover, deletion of its BTB/POZ domain leads to the disappearance of the nuclear 

dots although the protein remains nuclear. In addition, by using the yeast two-hybrid system, we 

show that the LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain homomerises in vivo. Thus, the LAZ3/BCL6 

BTB/POZ domain has the capability to self-interact and target the protein to discrete nuclear 

substructures. 
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The chromosomal translocations 3q27 are frequently associated with B-cell non Hodgkin's 

lymphomas, of predominantly diffuse large cell type (Bastard et al., 1994). We and others have 

previously shown that most of these rearrangements involved the same major translocation cluster 

(MTC) on chromosome 3 disrupting a gene called LAZ3 (Kerckaert et al., 1993) or BCL6 (Ye et 

al., 1993; Miki et al., 1994). As a consequence ofthese rearrangements, only regulatory regions of 

LAZ3/BCL6 are affected. LAZ3/BCL6 is predicted to encode a 79kDa protein containing two 

identified functional domains. lts C-terminal region presents 6 C2H2 Zinc finger motifs, each 

separated by a conserved stretch of six amino acids (the His-Cys link) which assigned LAZ3/BCL6 

to the Krüppel-Iike subfamily of Zinc finger proteins. A consensus-binding sequence has been 

recently defined for the LAZ3/BCL6 protein (Kawamata et al., 1994; Baron et al., 1995). lts N­

terminal region contains the recently recognised BTB/POZ domain. The BTB (for Broad­

Complex, tramtrack, f2..ric à brac) (Godt et al., 1993) or POZ (for Poxvirus, Zinc finger) (Bardwell 

and Treisman, 1994) domain is a ca. 120 amino acids conserved and hydrophobie domain, present 

generally at the N-terminal end in ca. 35 metazoan and viral proteins (for a recent review see 

Albagli et al., 1995). A first class comprises proteins interacting with DNA whose large majority 

contains C2H2 type Zinc finger motifs. For most of them, consensus DNA-binding sequences have 

been defined (Numoto et al., 1993; Bardwell and Treisman, 1994; Kawamata et al., 1994; 

Sugawara et al., 1994; Von Kalm et al., 1994). It includes notably the other putative oncogene 

PLZF which is fused to RARa. in a variant translocation associated with acute promyelocytic 

leukaemia (Chen et al., 1994), and severa! Drosophila genes. At least two of them, GAGA and 

E(var)3-93D, appear to be involved in chromatin-mediated transcriptional regulation (Brown and 

Wu, 1993; Dom et al., 1993; Farkas et al., 1994; Godt et al., 1993; Tsukiama et al., 1994; 

Zollman et al., 1994). The second class includes severa! proteins sharing the so-called « Gly-Gly 

repeats » that bind filamentous actin (Schmid et al., 1994; Way et al., 1995). lt is examplified by 

the ketch protein which participates in the assembling of the ring canal, a macromolecular 

structure that bridges the cytoplasm of oocytes and nurse-cells in Drosophila egg-chambers 

(Cooley and Theurkauf, 1994). Finally, a third class comprises proteins without any obvious 

conserved motifbesides the BTB/POZ domain (Bardwell et Treisman, 1994; Albagli et al., 1995). 

lt includes the germ cel! less protein which binds to the nuclear pore complex in germ cell 

precursors (pole cell) (Jongens et al., 1994). Despite these apparent unrelated functions, it appears 
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that a common theme for the BTB/POZ domain containing proteins is the participation in large 

macromolecular complexes that either bundle actin such as in the inner rim of the ring canal or 

participate in the regulation of high order structure of chromatin. In fact, the BTB/POZ domain 

should contribute to these properties since it performs homotypic as weil as heterotypic 

interactions in vitro (Bardwell and Treisman, 1994; Cooley and Theurkauf, 1994; Chen et al., 

1995). 

To date, LAZ3/BCL6 expression has been studied mostly at the DNA and RNA 

levels. To address its role and biological functions, we first wanted to generate specifie antisera 

able to detect the LAZ3/BCL6 proteins in vivo. Computer-assisted prediction of antigenic 

determinants identified outside of the conserved BTB/POZ and Zinc fingers domains two regions 

ofthe protein, residues 283-400 and 428-519 respectively (Fig. 1). We, thus, expressed separately 

in bacteria these two portions ofLAZ3/BCL6 as fusion proteins with the first 98 residues ofMS2 

phage polymerase (Ghysdael et al., 1986) and injected rabbits with gel-purified polypeptides. 

Rabbit reticulocyte lysates programmed with the LAZ3/BCL6 eDNA cloned into the pcDNA3 

expression vector (Invitrogen) revealed a major band of ca. 79 kDa in good agreement with the 

calculated molecular weight ofits 706 amino acids open reading frame (data not shown). The two 

anti-LAZ3/BCL6 sera were first tested in immunoprecip1tation analyses of LAZ3/BCL6 

programmed reticulocyte lysates. SOS-PAGE analyses of the obtained immunoprecipitates 

revealed the 79 kDa band only with both immune LAZ3/BCL6 antisera and not with the 

corresponding preimmune sera (data not shown). These antisera will be referred throughout this 

paper as anti-LAZ A (directed against residues 283-400) and anti-LAZ B (directed against 

residues 428-519). 

To detect the LAZ3/BCL6 proteins in vivo, we first used a non-rearranged B 

lymphoid cell line, Karpas422 (Kobayashi et al., 1993) which has been shown to express high 

levels ofLAZ3/BCL6 mRNAs (unpublished results of our lab). The anti-LAZ A and B antibodies 

detected the same 79kDa proteins migrating as a close doublet (Fig. 2A, lane 2 and Fig. 2B, lane 

6) which are not recognised by the corresponding preimmune sera (Fig. 2A, fane 1 and Fig. 2B, 

lane 5). The reaction of these antibodies is abolished in the presence of an excess of the MS2-

LAZ3/BCL6 fusion protein used to immunise the rabbits (Fig. 2A, lane 3 and Fig. 2B, lane 7). 

Conversely, the reactivity of the serum was not affected in presence of the MS2 bacterial protein, 

indicating that the 79kDa proteins were immunoprecipitated through specifie determinants of the 

LAZ3/BCL6 portion of the immunogen (Fig. 2A, lane 4 and Fig. 2B, lane 8). The same 79 kDa 

proteins were immunoprecipitated by the same antibodies in two other B lymphoid cell tines which 
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cany a 3q27 translocation, Karpas231 (Nacheva et al., 1993) and V AL (Kerckaert et al., 

1993)(Fig. 2A, lanes 5 to 8 and Fig. 2B, lanes 1 to 4). This observation confirms that the 

LAZ3/BCL6 protein is not grossly qualitatively altered by the translocation on line with the fact 

that only regulatory regions appear to be modified upon the translocation events (Kerckaert et al., 

1993; Ye et al., 1993; Miki et al., 1994). As the LAZ3/BCL6 expression leve! measured by 

Northem analyses appears relatively unaffected by the translocation (Otsuki et al., 1995), the 

mechanism of its oncogenic activation remains elusive. A plausible explanation could be its 

expression at an inappropriate time during cel! cycle and/or B-cell ontogenesis, due to disruption 

of its promoter. In conclusion, LAZ3/BCL6 appears as a close 79 kDa doublet in 

immunoprecipitation experiments, in agreement with the predicted size of the ORF. Since the next 

methionine is residue 50 and since we failed to detect any altematively spliced mRNA affecting the 

ORF by RT-PCR experiments (S.Q. unpublished results), we suggest that the observed doublet 

arises as the result of post-translational modifications of the LAZ3/BCL6 protein. 

In order to define the subcellular localisation of the LAZ3/BCL6 protein, we 

performed immunotluorescence experiments on transfected COS-1 and NIH 3T3 cells. In both 

transfected cel! !ines, the LAZ3/BCL6 product is localised in discrete nuclear dots which are 

generally superimposed to a granular nuclear background (Fig. 3, A and B and data not shown), 

regardless ofthe fixation method used. Furthermore, a chimera between LAZ3/BCL6 and GFP (a 

bacterial Green Fluorescent Protein) (Chalfie et al., 1994) displays a similar punctuated nuclear 

fluorescence upon UV irradiation of living transfected COS-1 cells (data not shown). Noteworthy, 

the LAZ3/BCL6 containing nuclear dots are also visible in transmission microscopy (Fig. 3, E and 

F arrows). This signal is clearly specifie since : i) these structures are detected with two distinct 

anti LAZ3/BCL6 antisera raised against non overlapping regions of the protein (anti-LAZ A and B 

antibodies) (Fig. 3, A and B); ii) untransfected adjacent cells are negative; iii) the signal disappears 

with pre-incubation of both antisera with an excess of the corresponding MS2-LAZ3/BCL6 

peptide used to immunise the rabbit (Fig. 3, C and D). Moreover, an epitope-tagged LAZ3/BCL6, 

recognised by the anti-tag mouse monoclonal antibody gives a similar pattern (Fig. 3, G). Finally, 

this punctuated nuclear localisation is a characteristic of the LAZ3/BCL6 protein, since the 

product of the ck-erg gene, a « classical » transcription factor belonging to the ETS family 

(Dhordain et al., 1995) displays an homogenous diffuse nuclear localisation in the same 

immunotluorescence conditions (Fig. 3, H). Thus, the localisation in nuclear dots appears a 

distinctive property of the LAZ3/BCL6 gene product. Indeed, while this manuscript was under 

review, the endogenous LAZ3/BCL6 protein has been identified as a nuclear protein (Onizuka et 
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al., 1995) displaying a punctuated nuclear localisation ( Catterotti et al., 1995) in agreement with 

our results in transiently transfected cells. 

Fusion of a wide range of proteins to the ligand-binding domain of human 

oestrogen receptor (huER) (Kumar et al., 1986) inhibits their intrinsic activity in a hormone­

reversible fashion (for review see Picard, 1994). To establish that the nuclear punctuated 

localisation of the LAZ3/BCL6 is related to the protein intrinsic activity rather than to sorne 

experimental artefacts, we created a LAZ3/BCL6-ER chimera (LAZER) by adding the ligand 

binding domain of the hu man ER to the full length LAZ3/BCL6 protein (Fig. 1) and studied its 

subcellular localisation in transfected COS-1 and NIH 3T3 cells with either pTL or pcDNA3 

expressing vector (Fig. 4 and data not shawn). White untreated cells exhibit either a perinuclear or 

an heterogeneous cytoplasmic labelling (Fig. 4, A and C), we observe again nuclear dots upon 

oestrogen (E2) treatment using bath anti-LAZ A and B antibodies (Fig. 4, B large arrow, and data 

not shawn). This pattern is not the reflect of an E2-mediated induction of the endogenous 

LAZ3/BCL6 protein since : i) non-tranfected cells remain negative upon E2 treatment (Fig. 4, B 

small arrow); ii) the same pattern is revealed by a mouse anti-HuER monoclonal antibody (Fig. 4, 

D). We, thus, conclude that the localisation of the LAZ3/BCL6 product in nuclear dots relies on 

sorne inherent functions of the protein, possibly its interacting properties since for example the 

MYC-ER hybrid protein interacts with MAX only in the presence ofE2 (Piùiipp et al., 1994). 

Bath in NIH 3 T3 and COS-1 transfected cell !ines, the number of nuclear dots per 

nucleus generally ranges from 5 to up to 40, with a mean value of 20 (Fig. 3). Although most, if 

not ali, transfected cells present nuclear dots, we have yet found sorne diversity with respect to 

their abundance and morphology, this is especially true in COS-1 cells, as previously described for 

the PML protein (Kastner et al., 1992; Daniel et al., 1993). The origin of the alteration of the 

pattern remains to be established but suggest that limiting cellular factor(s) and/or signal(s) could 

be required for the nuclear punctuated localisation of LAZ3/BCL6. Taken together, these data 

indicate that the LAZ3/BCL6 protein has the capability to form nuclear dots. This could either 

result from the de novo creation of aggregates, or perhaps from the feeding, and hence swelling, of 

pre-existing nuclear sub-structures. lnterestingly, bath PML and the SP 1 00 pro teins belong to a 

common discrete nuclear substructure, termed POD (for PML Oncogenic Domain)(Dyck et al., 

1994) or NB (for Nuclear Body) (Koken et al., 1994) and overexpression of any of thesè two 

components also leads to the swelling ofthe NB/POD (Koken et al., 1994). 

To test the relationship between the LAZ3/BCL6 containing nuclear dots and the 

previously described POD/NB substructure, we performed confocal microscopy 
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immunofluorescence analyses, on COS-1 cells transfected with a LAZ3/BCL6 expression vector, 

using both anti-PML (detecting the endogenous PML proteins) and anti-LAZ A (detecting the 

exogenously expressed LAZ3/BCL6 proteins) (Fig. 5). In this context, none of the nuclear dots 

observed contain both proteins as their respective immunofluorescence patterns are completely 

distinct in the composite picture shown in Fig. 5. We thus conclude that LAZ3/BCL6 and PML 

belong to different nuclear substructures. 

Since endogenously expressed LAZ3/BCL6 proteins also display a punctuated 

nuclear localisation (Catterotti et al., 1995), in keeping with our results, transiently transfected 

ceiis are a valuable system to further study the determinants of this localisation. We, thus, decided 

to address the role of severa! domains -and in particular the BTB/POZ domain-in the punctuated 

nuclear localisation ofLAZ3/BCL6. We developed BTB/POZ deleted versions of the protein (Fig. 

1 ), and performed immunofluorescence on COS-1 cell Ii nes transfected with these mutants (Fig. 

6). In contrast to the full Iength LAZ3/BCL6 (Fig. 6 A), the .1BTB/POZ (132-706) protein failed 

to exhibit punctuated nuclear localisation upon transfection in COS-1 cells (Fig. 6, B) but 

displayed rather a granular nuclear localisation. A further N-terminal deletion (.11-271) gave an 

even more homogenous and almost completely diffuse nuclear distribution (Fig. 6, C). Similar 

results were obtained in NIH 3T3 transfected cens (data not shown). Moreover, when we 

performed immunofluorescence experiments using anti-Gal4 monoclonal antibodies (Hwang et al., 

1993) on COS-1 ceiis transfected with a vector expressing a chimera between the Gal-4 DNA­

binding domain (1-147) and the LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain (Fig.1), we observed that this 

fusion protein displays a nuclear punctuated localisation (Fig. 7 A). In the same context, the 

nuclear localisation of the isolated Gal4 DNA binding domain is diffuse (Fig 7B). However, 

although nuclear, the localisation ofthe Gal4-BTB/POZ protein presents sorne diversity from one 

ceii to another (data not shown) as already described for both exogenous and endogenous full 

Iength LAZ3/BCL6 protein (data not shown; Catterotti et al., 1995). We conclude that the 

BTB/POZ domain of the LAZ3/BCL6 protein is dispensable for the targeting of the protein to the 

nucleus but required for its localisation in nuclear dots. Furthermore, it can to sorne extent impose 

a discrete nuclear localisation to an heterologous protein. 

The BTB/POZ domain of severa! proteins such as ZID, ttk (Bardwell and 

Treisman, 1994) and bab (Chen et al., 1995) has been shawn to mediate homodimerization in 

vitro. In order to test the ability of the LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain to dimerize in vivo, we 

used the yeast two hybrid system (Fields and Song, 1988) and tested both full Iength and severa! 

deleted versions of LAZ3/BCL6 protein fused to either the Gal4-DNA binding or transcriptional 
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activation demains (Fig. 8). In this context, N-terminal parts of the LAZ3/BCL6 protein 

containing the BTB/POZ, namely BTB/POZ 1 and BTB/POZ 2 (Fig. 8A) interact with themself 

and with full length LAZ3/BCL6 protein, inducing the expression of the p-galactosidase reporter 

gene and thus the blue coloration of the colonies in a X-gal filter assay and an elevated p-gal 

activity in a quantitative test using ONPG (Miller 1972), but failed to interact with the L\BTB/POZ 

mutant (Fig. 8B). These results demonstrate that the BTB/POZ domain of the LAZ3/BCL6 

mediates homotypic protein-protein interactions in vivo. 

In conclusion, our results show that the BTB/POZ domain mediates dimerization in 

vivo and is essential for the nuclear punctuated localization of the LAZ3/BCL6 protein. Taken 

together, these results strongly suggest that the punctuated nuclear localisation of the LAZ3/BCL6 

protein requires homotypic, BTB/POZ dependant protein-protein interactions. Moreover, we have 

shown that the LAZ3/BCL6-containing nuclear substructures are distinct from the PML­

containing NB/POD. The nature of the LAZ3/BCL6 partners in such substructures as weil as their 

biological role are currently addressed by the screening of cDNAs libraries using the two-hybrid 

system, this strategy coul help to define a function for the LAZ3/BCL6 containing dots. 

Severa! other BTB/POZ proteins and ryoteworthy, the endogenous GAGA and bab 

Drosophila proteins were also found to form discrete nuclear substructures (Bardwell and 

Treisman, 1994; Godt et al., 1993; Raffet al., 1994). This indicates that the ability to aggregate in 

nuclear dots is likely to be a common and biologically relevant property of sorne, if not most, 

nuclear BTB/POZ proteins. To study the LAZ3/BCL6 containing sub-structures and to examine 

their shape throughout cell cycle or upon exogenous stimuli, we are currently trying to produce 

monoclonal antibodies against LAZ3/BCL6 protein (in collaboration with Dr. C. Bastard) as weil 

as stahly transfected celllines which could be analysed by immune-electron microscopy. 

A growing number of nuclear functions have been recently assigned to discrete 

specialised sub-structure, revealing that it is a highly ordered organite. What could be the function 

of such LAZ3/BCL6 containing nuclear substructures ? Two Drosophila BTBIPOZ proteins 

GAGA and E(var)3-93D are implicated in chromatin-mediated transcriptional regulation by 

steering the chromatin structure toward a Jess condensed state (Henikoff, 1990; Dom et al., 1993; 

Farkas et al., 1994). Moreover, LAZ3/BCL6 contains a well-defined DNA-binding motif and 

binds in vitro to a consensus sequence (Kawamata et al., 1995; Baron et al., 1995). Ali these data 

suggest, although do not prove, that LAZ3/BCL6, as ether BTB/POZ proteins may be associated 

with chromatin and may participate to chromatin modelling through specifie interaction with 

DNA. This would provide an alternative explanation for the oncogenicity of LAZ3/BCL6 taking 
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into account the puzzling findings that it is not strongly quantitatively and qualitatively altered 

upon the translocation events (Kerckaert et al., 1993; Ye et al., 1993; Otsuki et al., 1995; this 

work). Indeed, chromatin condensation regulators display a striking sensitivity to very modest 

dosage modification (Henikoff, 1990). We thus propose that subtle changes in LAZ3/BCL6 

expression could cor'ltribute to neoplastic transformation. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1 : Schema tic drawing of the LAZ3/BCL6 mutants and chimeras. 

The portions of the LAZ3/BCL6 protein cloned in expression vectors al one or in frame with other 

functional domains are shown. The BTBIPOZ domain as weil as the 6 Zinc finger motifs are 

indicated. Numbering refers to the LAZ3/BCL6 residues present in the construction. 

T : epitope tag recognised by the M2 monoclonal antibody (Kodak, New Haven, CT) ; 

ER: hormone binding domain of the human oestrogen receptor; Gal-4: DNA-binding of the yeast 

GAL-4 activator (1-147). The portions of the LAZ3/BCL6 protein used as immunogens to obtain 

the rabbit anti LAZ A and anti LAZ B sera are also indicated. 

Figure 2 : Identification of the LAZ3/BCL6 proteins in non-rearranged and rearranged 

lymphoid celllines. 

Approximately 2x 107 cells were metabolically labelled with 250JlCi of L-35S Cysteine­

Methionine, lysed in RIPA buffer and equal amounts of radioactivity of each Iysate were 

immunoprecipitated using the above indicated sera. Immunoprecipitates were resolved by 

SDSIP AGE followed by fluorography. Sizes of molecular weight markers (in kDa) are shown on 

the left. 

Panel A : The non-rearranged Karpas422 (lanes 1 to 4) and rearranged V AL (lanes 5 to 8) were 

immunoprecipitated by pre-immune serum (PI, lanes 1 and 5); by immune serum from the same 

rabbit (anti LAZ A, lanes 2 and 6); by immune serum prealably adsorbed with an excess of the 

purified MS2-LAZ A polypeptide used as îmmunogen (ads LAZ, lanes 3 and 7) and by immune 

serum adsorbed with an excess of the bacterial MS2 polypeptide (ads MS2, lanes 4 and 8). The 

LAZ3/BCL6 specifie bands are indicated by an arrow-head. Note that a ca. 180 kDa is specifically 

immunoprecipitated by the anti LAZ A antiserum in Karpas422 and in V AL cells (lanes 2, 4, 6 and 

8). The nature of this protein which is not detected by the anti LAZ B .serum is unknown. 

However, as the sam pies are boiled for 10 min. in reducing Laemmli buffer before loading on the 

gel, it is unlikely that this protein corresponds to a LAZ3/BCL6 dîmer. 

Panel B : A similar experiment was performed with the anti LAZ B serum and the rearranged 

Karpas231 (lanes 1 to 4) and non-rearranged Karpas422 (lanes 5 to 8) cell !ines. Nomenclature is 

as in panel A. 
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Figure 3 : Sub-cellular localisation of the LAZ3/BCL6 protein. 

PcDNA3LAZ3/BCL6 transfected COS-1 cells were fixed 72 hours after transfection and 

tested for LAZ3/BCL6 localisation in immunofluorescence experiments using : A : anti LAZ A 

anti-serum and B : anti LAZ B anti-serum. Both antisera reveal the same nuclear punctuated 

localisation of the LAZ3/BCL6 protein. C : preincubation of an ti LAZ A an ti serum with an ex cess 

of MS2-LAZ A peptide used as immunogen leads to disappearance of the signal. D : the same 

result is obtained by preincubation of anti LAZ B antiserum with an excess of the MS2-LAZ B 

peptide. 

The LAZ3/BCL6 positive dots are visible in transmission microscopy. E : COS-1 cells 

transfected with pTL1 LAZ3/BCL6. pTL is a derivative of the pSG5 expression vector (Green et 

al., 1988) carrying a longer polylinker (kindly provided by T. Lufkin). Arrow : nuclear 

LAZ3/BCL6 positive dot. F : same picture than in E in transmission microscopy. Arrow : same 

dot than in E. Note the absence of signal in adjacent untransfected cells in both fluorescence and 

transmission microscopy. G: COS-1 cells transfected with pcDNA3 LAZ3/BCL6-tag present the 

same punctuated pattern using M2 anti tag monoclonal antibody (Kodak). H : In the same 

experimental conditions, COS-1 cells transfected with the pSG5-ck-erg show a diffuse nuclear 

localisation ofthe CK-ERG protein using the 204 anti erg antiserum (Dhordain et al., 1995). 

Figure 4 : The punctuated nuclear localisation of a LAZ3/BCL6 ER chimera is dependent on 

the presence of the oestrogen. 

A : COS-1 cells transfected with pcDNA3 LAZER (see text) showing an heterogeneous 

cytoplasmic localisation of the LAZER protein using anti LAZ A antiserum. B : COS-1 cells 

transfected with pcDNA3 LAZER and treated with ~-oestradiol (Sigma), at a final concentration 

of 10-6 M, 24 hours after transfection. This treatment leads to the localisation of the LAZER 

protein in nuclear dots (arrow), untransfected cells remains negative upon treatment (small arrow). 

C : COS-1 cells transfected with pcDN A3 LAZER showing the same pattern than in A, using anti­

HuER mouse monoclonal antibody (Euromedex). D : COS-1 cells transfected with the same 

vector, treated with hormone, and tested in immunofluorescence experiments using anti-HuER 

mouse monoclonal antibody (Euromedex). In this panel, higher magnification was used than in 

panels A, B or C, to show that LAZER positive nuclear « coated spheres » are morphologically 

identical to those observed with the LAZ3/BCL6 protein. 

-117-



16 

Figure 5 : The LAZ3/BCL6 protein does not co-localize with PML. 

Cos-1 cells transfected with the pcDNAJ LAZ3/BCL6 expressing vector were fixed and analysed 

by indirect immunofluorescence using the C7 monoclonal antibody which detects the endogenous 

PML proteins and the anti LAZ-A rabbit polyclonal antiserum. An overlay of single confocal 

images obtained for each ofthese antibodies shows a clear distinct pattern for PML (red staining) 

and LAZ3/BCL6 (green staining). 

Figure 6 : Localisation of the full length LAZ3/BCL6 protein and of the .6.BTB/POZ and 

.6.(1-271) mutants. 

Full length and deleted versions of the LAZ3/BCL6 protein expresston vector were 

transfected in COS-1 cells and immunofluorescence were carried out 72 hours Iater using anti 

LAZ A antiserum (LAZ3/BCL6, ~BTB/POZ) and the anti LAZ B antiserum (~(I-271)). 

A : COS-1 cells transfected with pcDNAJ LAZ3/BCL6 which present punctuated nuclear 

localisation of LAZ3/BCL6 protein associated with positive nuclear granular background. B : 

COS-1 cells transfected with pcDNAJ ABTB/POZ display a heterogeneous nuclear localisation. C 

: COS-1 cells transfected with pSGSA(l-271) exhibit a homogeneous nuclear localisation. Note 

that this latter mutant presents an even more diffuse nuclear localisation than the ABTB/POZ. 

Figure 7 : Localisation of the Gai4-BTB/POZ chimera. 

A : COS-1 cells transfected with a vector expressing Gal4-BTB/POZ chimera were fixed and 

analysed by immunofluorescence using the 2GV3 and 3GV2 anti Gal-4 monoclonal antibodies 

(Hwang et al., 1993) show a punctuated nuclear localisation. B : COS-1 cells transfected with the 

Gal4 DNA-binding domain (1-147) expressing vector and analysed with the same antibodies 

display a diffuse pattern. C: Mock-transfected COS-1 cells were analysed as in A and B. 

Figure 8 : BTB/POZ domain mediates interactions in ,,;,,o. 

A : schematic representation of the LAZ3/BCL6 containing chimeras used in the two hybrid 

system. BTB/POZ domain and Zinc Fingers of the LAZ3/BCL6 are shown. Gal4 DBD : Gal4 

DNA Binding Domain, Gal4 T AD : Gal4 TransActivation Domain. B : Summary of results of 

transfections in yeast cells of the different vectors expressing the proteins described in A . 

-118-



Y/J.) _,j_. 
·:f 

1 120 

283 428 1 A 400 1 B 5ts 
. 1 1 706 

LAZWSCL6 
132 706 

L).BTB/POZ 

271 706 

L).l-271 

1 lW 7~ 

LAZWSCL6-tag l:ii:n;t•;• ~M-tiliEll 

LAZER 

GAL-4-
BTB/POZ 

120 7~ 

1 '169 

1 
01 --1 



!00-

97-
..... 

68-

43-

A 8 

s" si s" si is1 ~-&-&~ ~ 'b 'b tt qj qj -~ q, qj qj qj tt ~ 'b 'b tt qj qj qj 

.: .. ·~ ... ~ 

... (. 

( . ·• \. '; .... ........... 
... . .• r 

. 
. . .... ·~ 

1 .... , .... · 
.... il 

' •. ~! 

~ i>' •• ~.. '; ~~·: 

~~ ..... ...;.;jJ ....... ~ 

..., ... ~ "'?'? 
. '~ 

~ 

.. . ;~-~ ... .. -- _. .. .. .... .... 
1 2 3 4 56 7 8 1 2 3 4 5 

-120-

is1 
~ 'b 'b 

rti qj rti 

-200 

97 

68 

-:~~;:· ~·· ,_,. .. , ~·-~: 

• ··•,,., .. ~ 43 ··•r -> • .. - ... - . -.~ 

6 7 8 





-122-



-123-



-124-



-125-



A 

GAL-4DBD­
BTB/POZ 1 

GAL-4DBD­
BTB/POZ2 

GAL-4DBD 

GAL-4 TAD-
LAZ3/BCL6 

GAL-4 TAD-
BTB/POZ 1 

GAL-4 TAD-
BTB/POZ2 
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1.75 ± 0.46 
0.039 ± 0.06 
23.81 ± 1.675 
17.91±4.31 
1.17 ± 0.48 
32.07 ± \.62 
0.057 ± 0.032 
36.19 ± 7.72 
56.81 ± 1.92 
3.14±0.47 
35.44 ± 7.4 

bThe Bgalactosidase activity is expressed as units defined by Miller (1972). The expriment was repeated three 
times for each point. 
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VIl- L'oncogène LAZ3 code un ré presseur transcriptionnel, son domaine BTB/ 

POZ représentant un domaine autonome de répression. 

(Résultats sous presse dans Cell Grou th and Differenciation ( Deweindt C. et al., 

Deccembre 1995) 

Des expériences de retard sur gel démontrent que la protéine LAZ3 entière se fixe 

sur sa séquence consensus et que le domaine BTB/POZ diminue cette activité. En effet, 

une version de la protéine déletée de son domaine BTB/POZ se fixe avec une meilleure 

affmité à la sonde. 

Nous montrons, dans des expériences de transfections transitoires réalisées dans 

plusieurs types cellulaires, que le facteur LAZ3 présente un effet represseur d'une part 

en tant que protéine entière sur ses séquences cibles, d'autre part comme chimère entre 

LAZ3 et le domaine de liaison à l'ADN de GAL4 sur la séquence cible du motif de 

fixation à l'ADN de GAL4. Cette fonction de répression est fortement dépendante de la 

présence du domaine BTB/POZ, domaine qui apparaît également suffisant pour diriger 

une répression de la transcription. Une région centrale de LAZ3 riche en résidus proline 

présente également un effet répresseur, qui semble dépendre de la présence du domaine 

BTB/POZ de la protéine entière. 

L'oncogène LAZ3 présente donc des propriétées de répresseur transcriptionnel et 

la région BTB/POZ peut agir comme un domaine autonome de répression responsable de 

la majeure partie de l'activité répressive obtenue avec la protéine LAZ3. 
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ABSTRACT 

Rearrangements and mutations of the LAZ3/BCL6 gene are the most frequent events 

associated with diffuse Iarge-cell lymphoma (DLCL), a particular class of non-Hodgkin 

lymphomas. This gene encodes a putative regulatory protein with 6 C-terminal Krüppel-like 

zinc fingers and a N-terminal hydrophobie region, the so-called BTB/POZ domain, which 

mediates homo- as weil as heterotypic interactions in other related proteins. Recently, a 

consensus binding-sequence has been defined using the isolated LAZ3/BCL6 zinc finger region 

produced in bacteria. To understand the normal and oncogenic functions of LAZ3/BCL6, we 

examined its properties as a transcription factor. We thus demonstrated that its full-length 

product binds to the same consensus-sequence, though the BTB/POZ domain decreases this 

activity, at !east in vitro. In transient transfection experiments, the LAZ3/BCL6 protein exerts 

a repressive effect, both as a wild type protein on its own target sequence, or as a GAL-4 

fusion protein. Furthermore, our results indicate that the BTB/POZ plays a prominent role in 

the mediation of this activity. Indeed, on the LAZ3/BCL6 cognate sequence, deletion of the 

BTBIPOZ domain diminishes the repressive function. Conversely, as a GAL-4 chimera, the 

isolated LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain appears nearly as efficient as the entire pmtein at 

inducing transcriptional repression. Taken together, these findings demonstrate that the 

LAZ3/BCL6 is a sequence-specifie transcriptional repressor and point to a novel function for 

the BTB/POZ region, at !east in LAZ3/BCL6, as an autonomous transcriptional inhibitory 

domain. 
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Introduction 

Krüppel-like zinc finger proteins defines one of the major evolutionarily conserved 

group of transcriptional regulators playing essential functions in the control of cell growth, 

differentiation and transformation (1). Recently, a novel gene encoding a Krüppel-like protein, 

LAZ3/BCL6, was discovered by virtue of its frequent and specifie association with two 

common B cells non Hodgkin lymphomas, the follicular lymphoma (FL) and, at an even 

greater extent, the diffuse Iarge-cell lymphoma (DLCL) (2-6). Indeed, when bath the 

rearrangements and the ponctuai mutations are taken into account, more than 80 % of the 

DLCL cases display structural alterations of the LAZ3/BCL6 gene (6). 

Besides its six C-terminal Krüppel-like zinc fingers, the LAZ3/BCL6 protein harbors at 

its N-terminus another evolutionarily conserved motif of about 130 residues, the so-called 

highly hydrophobie BTB/POZ domain (7). This motif is present in functionaily heterogenous 

metazoan and viral proteins, including nuclear regulatory proteins, most of them also contain 

Krüppel-like zinc fingers (8, 9), actin-binding proteins (1 0), a nuclear pore-associated protein 

in Drosophila germ cell precursors (pole cells) (11), and severa! predicted proteins of 

unknown functions in C. Elegans and poxviruses (7, 8). An intriguing aspect of certain 

Drosophila nuclear BTB/POZ proteins, namely the GAGA factor and the E(var)3-93D 

products, is their possible involvment in chromatin modelling and chromatin-mediated 

transcriptional regulation (12-14). Recently, it was demonstrated that this domain mediates in 

vitro homomeric interactions, as well as specifie heteromeric interactions with related domains 

(8, 10, 15), thus accounting, at !east part! y, for the frequent participation of nuclear as weil as 

other BTB/POZ proteins in multimeric complexes (8, 10, 15). Noteworthy, by its putative 

oncogenic function and the concommitant presence of both a BTB/POZ domain and of 

Krüppel-like zinc fingers, the LAZ3/BCL6 protein is reminiscent of the PLZF gene product 

which is fused to the retinoic acid receptor ain a variant translocation t(ll; 17) associated 

with acute promyelocytic leukemia (16). 

Sorne initial observations suggested that LAZ3/BCL6 could play a role m skeletal 

muscle differentiation (2). More recent findings have demonstrated a specifie regulation of 

LAZ3/BCL6 during B-cell development and pointed for its possible implication in germinal­

center development and/or function (17). Thus, a deregulated LAZ3/BCL6 expression could 

contribute to leukemogenesis since DLCL derives from germinal-center B-cells. 
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Despite these provocative statistical and biological evidences, the mechanisms 

underlying the LAZ3/BCL6 oncogenic function in DLCL remain largely elusive. Indeed, the 

LAZ3/BCL6 gene does not appear to undergo major quantitative changes in its expression 

leve! upon the rearangements (18) nor modifications ofits product as the mutations are, so far . . ' 
clustered in non-coding regions (6, 18). 

To better understand the role of the LAZ3/BCL6 gene in normal and malignant 

development, we have examined its properties in transcriptional control. We demonstrate here 

that it encodes a sequence-specifie transcriptional repressor. In addition, our results indicate 

that this repressive function depends on the presence of the BTB/POZ domain. Finally, our 

findings show that the LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain is indeed sufficient to mediate a 

transcriptional repression. Thus, this study brings to light the regulatory properties of the 

LAZ3/BCL6 oncogene and indicates that the BTB/POZ motif may represent a new class of 

autonomous transcriptional inhibitory domain. 
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Results 

The full-length LAZ3/BCL6 protein displays sequence-specifie DNA-binding 

activity. We and ethers recently demonstrated that a 14 pb consensus-sequence centered 

around a CTTTC is specifically recognized by the LAZ3/BCL6 zinc finger domain (19, 20). 

Three similar probes, termed "AA'', "TA" and "TG", exhibiting comparable affinities have been 

defined by Kawamata and coworkers (20). However, besicles one experiment that used crude 

nuclear extracts from Burkitt's cell !ines (20), these results were obtained with bacterially­

expressed hybrid proteins deleted of various parts of the LAZ3/BCL6 protein amine-terminus 

(19, 20). In order to address the binding properties of the full-length LAZ3/BCL6 gene 

product, we performed EMSA experiments using the complete open reading frame of 

LAZ3/BCL6 expressed in rabbit reticulocyte lysates (Fig. 1). We thus demonstrated that the 

full-length LAZ3/BCL6 protein binds to the TG probe in vitro (Fig. 1, lane 4) This binding is 

specifie as : i) reticulocyte lysates programmed with the corresponding empty expression 

vector (pTL1) do not give this retarded signal (Fig.l, Jane 2); ii) the signal is extinguished by a 

100 fold excess of cold probe (Fig.1, lane 5). These results establish that the fufl-length 

LAZ3/BCL6 product specifically recognizes in vitro the consensus-sequence previously 

defined with bacterially-expressed truncated proteins. 

The LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain reduces the specifie DNA-binding activity of 

the intact protein. The BTB/POZ domain of severa! zinc-finger proteins has been shown to 

inhibit their specifie DNA-binding activity in vitro (8). This property seems to be transferable 

to ether regulatory proteins bearing unrelated DNA-binding motifs (8). However, the 

LAZ3/BCL6 protein, as the ether BTB/POZ protein ZF5 (21 ), is able to bi nd to its cognate 

sequence as a full-length protein (Fig.1). To directly examine the effect of the LAZ3/BCL6 

BTB/POZ domain on the DNA-binding activity, we compared the DNA-binding properties of 

the full-length protein with those of a BTB/POZ-deleted version using similar amounts of 

proteins expressed in reticulocyte lysates. We thus observed that a greater amount of the TG 

probe was retarded with the BTB/POZ deleted mutant (Fig. 1, compare lane 4 and lane 6). In 

addition, a retarded complex remains detectable in the presence of a 1 00 fold excess of cold 

competitor, only with the .1BTB/POZ derivative (Fig. 1, lanes 4 to 7). Finally, while the 

BTB/POZ domain-deleted version gave a well-resolved complex, the full-length protein 

displayed a more heterogeneous pattern. This is evocative, as already reported for the 
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BTB/POZ protein ZID (8), of weak-affinity complexes that were partially !ost upon 

electrophoresis. We concludecthat the LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain only weakens, but does 

not totally abrogate, the specifie DNA-binding of this protein to the TG probe, at !east in vitro. 

The LAZ3/BCL6 target sequence mediates transcriptional inhibition. The above 

described results indicate that the TG sequence could be a suitable target to study 

LAZ3/BCL6-mediated transcriptional regulation in vivo. We thus constructed a reporter 

plasmid bearing three copies of the TG sequence upstream of the minimal herpes virus 

thymidine kinase promoter (TGx3-tk-CAT, see Fig. 3A and Material and Methods). The 

results of ali transient transfections were normalized to the luciferase activity using a 

cotransfected pSVIuc vector as an internai control for transfection efficiency. 

When this reporter is transfected in meuse C2 cells, the results we obtained indicate 

that the trimeric TG sequence decreases the transcriptional activity of the minimal tk promoter 

(3 to 5 fold, compare with the native pBLCAT vector, Fig. 3A, 3B and 3C). This suggests that 

endogenous protein(s) recognizing the LAZ3/BCL6 target sequence is (are) able to repress 

transcription. The same endogenous repression was observed in NIH3T3 cells (data not 

shown). Since low levels ofLAZ3/BCL6 message are detectable in both C2 and NIH3T3 cells 

(Fig. 2), it is possible that one of these endogenous proteins is the LAZ3/BCL6 gene product 

itself(see below). 

The LAZ3/BCL6 protein is a sequence-specifie transcriptional repressor. To 

examine the role of the LAZ3/BCL6 protein in transcriptional regulation, we transfected the 

TG3x-tk-CAT reporter plasmid together with an expression pfasmid encoding the fu!l-length 

LAZ3/BCL6 protein (Fig. 3A). This vector further increases the transcriptional repression 

from 2 to 3 fold in the C2 cells (Fig. JB and 3C). Similar results were obtained in NIH3T3 

cells (data not shown). Increasing the amount oftransfected expression vector to 2 Jlg (versus 

0.5 Jlg) does not further strengthen the inhibition (data not shown). Si nee this effect is strictly 

dependent on the presence of the LAZ3/BCL6 target sequence (Fig. 3D), we infer from these 

experiments that the LAZ3/BCL6 oncoprotein is a sequence-specifie transcriptional repressor, 

at !east on the TG sequence. 

The BTB/POZ domain is important for the LAZ3/BCL6-mediated transcriptional 

repression. Two mechanisms could account for the observed repressing activity : it may result 

from a «passive» competition with endogenous activators or from an « active » repression (22-
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24). To clarif)r the underlying mechanisms, we have studied the effects of amine-terminal 

truncated mutants (Fig. 3 A). 

Deletion of the BTB/POZ domain (~BTB/POZ) g1ves raise to a protein that is 

inefficient at strengthening the basal repression in the C2 cells, as its transfection results in a 

transcriptional activity very similar to the one obtained with the empty expression vector (Fig. 

3A, 3B and 3C). Since this derivative is stahly produced in COS-1 cells (Fig. 3E), this result 

indicates that the repression does not rely on a «passive» mechanism as it reduced by the 

deletion ofthe BTB/POZ domain which is dispensable (and even inhibitory) for DNA-binding 

in vitro (Fig. 1). Interestingly, further amine-terminal deletion (~1-271 mutant) (Fig. 3A) 

increases the transcriptional activity of the TG3x-tk-CAT reporter above the leve! obtained 

with the cotransfection of the empty vector (Fig. 3B and 3C). This derivative is also stahly 

produced in COS-1 cells (Fig. JE). For each derivative, similar results were obtained in 

NIH3T3 cells (data not shown). 

Two explanations can account for these results. The first one postulates that the 

binding of the transfected proteins does not interfere with that of the endogenous repressors 

(hence distinct from LAZ3/BCL6). In this case, the BTB/POZ domain is strictly required for 

the LAZ3/BCL6-mediated transcriptional repression. Indeed, the similar transcriptional activity 

elicited by the empty vector and the ~BTB/POZ mutant indicates that this mutant is totally 

inefficient and purely «neutra!», whereas the further amine-terminal deletion (~1-271 mutant) 

reveals a weak cryptic transactivation function. However, this hypothesis appears unlikely 

because the transfection of the isolated zinc finger domain (~ 1-514), presumably devoid of 

transcriptional transactivation properties, gave a CAT activity even higher than the ~1-271 

derivative (data not shown). 

Altematively, it is likely that the exogenous proteins compete with the endogenous 

repressors ( e. g. LAZ3/BCL6 itself) for the binding to the TG sequence .. ln this case, assuming 

that the level of the high-affinity exogenous ~BTB/POZ mutant is sufficient to occupy most of 

the transfected sites, a purely « neutra! » version would have given a transcriptional activity 

close to that of the parental pBLCAT reporter. Accordingly, the ~BTB/POZ mutant keeps 

sorne repressing activity as its transfection fairly replaces a low leve! of a strong endogenous 

(full-length protein) represser by a large leve! of a weak repressor, suggestive of an important, 

but not exclusive, role for the LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain in the mediation of repression 

(Fig. 3B and 3C). Hence, this residual activity would be partially !ost in the ~1-271 mutant 
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(and almost totally in the L11-514 derivative), which thereby behaves as an efficient dominant­

negative version that somewhat reverts the endogenous repression (Fig. 3B and 3C). 

Whatever the interactions between the endogenous and exogenous repressors, these 

results demonstrate that the the LAZ3/BCL6 protein mediates an « active » repression and 

indicate that its BTB/POZ domain is important, or even critical, for this activity. 

The LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain displays an autonomous and transferable 

repressing activity. The substantial endogenous constitutive repression and the possible 

competition between the exogenous and the endogenous repressive proteins obscure the 

interpretation of the experiments and probably reduces the efficiency of the exogenous full­

length pro teins. Most of the examined cell !ines express the LAZ3/BCL6 message3
. Moreover, 

cells devoid of the LAZ3/BCL6 protein could also be devoid of putative essential cofactors. 

Using the yeast GAL4 (1-147) as an heterologous DNA binding domain allowed us to 

circumvent these problems and to analyze the role of different demains of the LAZ3/BCL6 

protein. In addition, to avoid any competition between the transfected reporter and the 

endogenous LAZ3/BCL6 binding-sites, we also deleted the LAZ3/BCL6 zinc finger region and 

thus created the GAL4-LAZL1Zn (1-500) (Fig. 4A). 

In agreement with the results we obtained using the TG3x-tk-CAT as a reporter, the 

GAL4-LAZL1Zn chimera is a potent transcriptional repressor, by mediating an about 15 fold 

reduction ofthe activity of the 5xGAL4-tk-CAT reporter in C2 cells (Fig. 4B and 4C). Similar 

results were obtained in Nlli3T3, though the effect appears slightly weaker (data not shown). 

Note that the repressive effect is much stronger compared to that observed on the TG3x-tk­

CAT reporter. 

Deletion analysis using the TG3x-tk-CAT reporter reveals an important role for the 

BTB/POZ domain in transcriptional repression. To examine more directly its function, we also 

created a GAL4-BTB/POZ construct. This chimera also mediates a strong (10 fold) 

transcriptional inhibition of the activity of the 5xGAL4-tk-CAT reporter (Fig. 4B and 4C). 

Similar results were obtained in NIH3T3 cells (data not shown). As a further control, we 

demonstrate that elimination of the GAL4 target sequences largely abrogates the repression for 

each chimera (Fig. 4D). These results indicate that the BTB/POZ domain is, or contains, an 

autonomous and transferable repressing domain provided it is tethered to the tk promoter. 

The GAL4 chimeras are stably produced in COS-1 cells as judged by 

immunoprecipitation experiments (Fig. 4E). Taken together, our results indicate that the 

LAZ3/BCL6 gene product acts as a transcriptional represser both as wild-type protein or in 
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the context of a GAL4 chimera and strongly suggest that its BTBIPOZ domain plays a direct 

role in the mediation of this effect. 
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Discussion 

Fonction of the LAZ3/BCL6 oncoprotein. This study provides the first compelling 

evidences indicating that the LAZ3/BCL6 encodes a sequence specifie transcriptional 

represser. Indeed, its product specifically binds to the consensus-sequence previously defined 

using truncated proteins (20). Moreover, it decreases the transcriptional activity when bound 

to its cognate sequence or as a GAL4 chimera using an appropriate reporter. In each case, the 

effects are dependent on the target sequences, arguing against non specifie or indirect 

"squelching" mechanisms. Finally, our results strongly argue in favor of an important (Fig 3) 

and direct (Fig 4) role ofits BTB/POZ domain in this repressive function. It will be interesting 

to corroborate these results using, as targets, the naturally occuring putative LAZ3/BCL6 

binding sites identified in three genes by an extensive survey of regulatory regions (20). 

The completion of differentiation requires beth gene induction and shutt-off. Hence, 

not too surprisingly, severa! transcriptional regulators displaying (not necessarily exclusively) 

. repressive activities are involved in malignant transformation su ch as RB, WT 1 and bmi (25-

29). While the tumor-suppressors RB or WT1 are recessive oncogenes whose inactivation may 

lead to overexpression of growth-inducing genes (25-27}, hmi, in contrast, appears as a 

"dominant" oncogene which normally contributes to « freeze » a specifie pattern of 

developmental regulators (28). Since the consequences of LAZ3/BCL6 structural alterations 

on its expression are not clear to date (18), it is difficult to draw a link between its repressive 

function and its oncogenic properties. Perhaps, an abnormal inhibition of differentiation- and/or 

apoptosis-associated genes in LAZ3/BCL6-Iinked lymphomas fits better with the observation 

that LAZ3/BCL6 is expressed in germinal-center and extinguished upon B-cell terminal 

differentiation (17). 

The BTBIPOZ domain is multifunctional. By ·a deletion analysis, we demonstrate 

here that the LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain is important for the repressive function of the 

protein. Our results strongly suggest this requirement reflects a direct involvment of the 

BTB/POZ domain in transcriptional inhibition instead of a need for the DNA-binding activity . 

sin ce : 1) in vitro, it rather decreases the specifie DNA-binding activity (Fig. 1 ); 2) it acts as a 

strong autonomous inhibitory domain in the context of a GAL4 chimera (Fig. 4). Whether it is 

the only repressive domain of the LAZ3/BCL6 protein is yet challenged by the differentiai 

behavior between the ôBTB/POZ and ô1-271 mutants (Fig. 3) and the slightly (but 

consistently) greater efficiency of the GAL4-LAZôZn(1-500) versus GAL4-BTB/POZ (Fig. 
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4). We are currently trying to examme the regulatory properties of other parts of the 

LAZ3/BCL6 protein. 

Strikingly, most of the other nuclear BTB/POZ proteins examined also display 

repressive functions, such as the Drosophila ttk proteins (30), the vertebrate ZF5 protein (31), 

the B isoform of the yFBP regulator of the yF-crystallin gene (31 ), or the PLZF gene product 

at !east in the context of a GAL4 chimera (32). Interestingly, in the latter case, the first lOO 

residues of the BTB/POZ region also autonomously inhibit the transcription (32). Moreover, 

as a GAL4 chimera, the BTB/POZ domain of the Drosophila bab protein also represses the 

transcription, albeit at a Iesser extent ( 4 to 5 fold) compared to its LAZ3/BCL6 counterpart4
. 

Taken together, these data suggest that this highly conserved region contains a new class of 

repressing motif 

Krüppel-like proteins and transcriptional repression. Severa! other Krüppel-!ike 

pro teins are also involved in transcriptional repression, for instance WT -1 (25, 26), the Blimp 

factor which steers B-cells toward terminal differentiation (33) or Krüppel itself(34). 

For a large subset of Krüppel-!ike proteins, another evolutionarily conserved domain, 

termed the KRAB-A box (Krüppel-associated box A) also appears to act as a potent 

autonomous repressive domain (35-37). Interestingly, it shares sorne structural similarities with 

the BTB/POZ region since both domains contain numerous conserved hydrophobie residus and 

might form amphipatic a-helices thought to mediate protein/protein interactions (8, 15, 35-37). 

Another interesting functional aspect of certain Krüppel-!ike proteins is that they 

appear to be versatile regulators (38, 39). For instance, while the monomeric form of Krüppel 

acts as a repressor, the dimeric one turns out to be a transcriptionai activator (34, 38). Distinct 

interactions with two factors of the basal transcription machinery may underly this conversion 

(34, 38). Moreover, it should be stressed that our transient transfection assays with 

overexpressed effector are unlikely to reveal ali the regulatory properties of the LAZ/BCL6 

protein. Thus, it remains possible that, in certain cellular and/or promoter contexts, the 

LAZ3/BCL6 could behaves rather as a transcriptional activator. Interestingly, it was recently 

proposed that the related PLZF factor could also display ambivalent regulatory functions (32). 

How LAZ3/BCL6 might regulate transcription ? Though the nuclear BTB/POZ 

proteins are probable transcriptional regulators, it is currently unclear whether they act as 

classical "diffusible" transcription factors or by chromatin modelling (12-14, 40). Given the 

genetical and/or biochemical properties of the Drosophila BTBIPOZ proteins, GAGA and 
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E(var)3-93D, one may speculate that LAZ3/BCL6 could act on chromatin-mediated 

transcriptional regulation (12-14, 40). However, we report here that it "classically" represses 

transcription in transient transfections assays. Since little information is available concerning 

the status of the transfected reporter DNA in transient transfection assays (14), other 

experiments (e.g. using natural «resident» LAZ3/BCL6 target genes) are needed to clarify 

this important question for LAZ3/BCL6 but also for other nuclear regulatory BTB/POZ 

proteins. 
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Materials and Methods 

Cell culture. COS-1 cells (SV40-transformed monkey kidney cells) and mouse C2 myoblasts 

( 41) were maintained in Dulbecco modified Eagle's medium supplemented with 10% fetal calf 

serum. Mouse NIH3T3 fibroblasts were maintained in the same medium supplemented with 

10% newborn calf serum. Ali these cell cultures were routine! y maintained at 3 7°C in a H20-

saturated 5% co2 atmosphere. 

Plasmids constructions. 

Reporter plasmids 

TGx3-tk-CAT 

To construct the TGx3-tk-CAT reporter plasmid, we used the recently determined 

LAZ3/BCL6-binding site 5'TGCTTTCTAGGGAT3' termed the «TG» sequence (20). PCR 

amplification was performed using as a target a single strand oligonucleotide (Eurogentec) 

containing 3 copies of this LAZ3/BCL6 consensus binding-site (bold letters): 

5'AAGCTTGCTI'TCTAGGGATTTTGCTTTCTAGGGATTTTGCTTTCTAGGGATG 

GATCC3' and the two following oligonucleotides: primer 1 5'TCACGATGCGAAGCTTGC3' 

which contains a suitable Hindiii restriction site (underlined) and primer 2 

5'ACGGTGCAGTGGATCCAT3' which contains a suitable BamHI restriction site 

(underlined). The PCR products of correct size were gel-purified then cloned into PCRII 

vector (In vitrogen), and verified by sequence analysis before cloning upstream of a viral tk 

minimum promoter into the Hindiii-BamHI digested pBLCAT2 reporter plasmid (42). 

5xGAL4-tk-CAT 

The 5xGAL4-tk-CAT reporter plasmid has been previously described (43}. 

Effector plasmids 

Fu/1-length LAZ31BCL6 (1 -706) 

A complete LAZ3/BCL6 eDNA clone was isolated from a 5' RACE human skeletal 

muscle eDNA library inserted into the plasmid vector pcDNAI (Ciontech). A Xhol fragment 

containing ali the coding sequence flanked by sorne 5' and 3' untranslated sequences was then 

subcloned into the SV40-based expression vector pTLI (a kind gift of T. Lufkin and B. 

Wasylyk). 
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L1 BTBIPOZ (1 32-706) 

The BTB/POZ domain corresponds to about the first 130 amino acids ofLAZ3/BCL6. 

Translation of the ôBTB/POZ deletion mutant is initiated on the natural methionine codon 

corresponding to the residue 132. It was constructed by PCR using the two following 

oligonucleotides: primer 3: 5'GGGAATTCCACCATGGTTTCTGCCATC3' which contains 

the coding sequence for residues 132 to 136 flanked by an optimized Kozak's consensus 

sequence (underlined), and primer 4: 5'GTACTCACCAGGGACTGGCCT3' which 

corresponds to the sequence encoding the residues 236-242 and includes a unique PflMl 

restriction site. After cloning into the pCRII vector and verification by sequence analysis, a 

suitable subclone was digested by Kpni and PjlMI and used to replace the corresponding full­

length fragment in the pTL1 LAZ3/BCL6 clone . 

..11-271 

The coding region of the LAZ3/BCL6 corresponding to amino-acids 271-706 was isolated as a 

partial eDNA clone (M47 in ref. (2)) and the resulting EcoRI fragment was cloned in the 

correct orientation in the pTL1 vector. 

Construction of the GAL4 (1-147) fusion proteins. The GAL4 chimeras were constructed 

by cloning various PCR products in frame of the DNA-binding domain (1-147) of the yeast 

GAL4 regulator using the pSG424 vector (44). AU ,the PCR products were cloned into the 

BamHJJSaci pSG424 digested vector and verified by sequence analysis using internai LAZ3 

primers. For all the PCR amplifications, we used as a template the LAZ3 eDNA isolated from 

a 5' RACE human skeletal muscle eDNA library inserted into the plasmid vector pcDNAI 

(Invitrogen). 

GAL4-BTBIPOZ 

The PCR amplification generating the BTB/POZ fragment was carried out with the two 

following oligonucleotides: primer 5: 5'CATGGATCCCGCAAGGCATTGGTGAAGAC3' 

localized just upstream the first methionine and including a unique BamHI restriction site 

(underlined) and primer 6: 5'CTCGAGCTCAGTGGCAGGTTGTTC3' which contains the 
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sequence encoding the residues 165 to 170 followed by a termination stop codon and a unique 

Sac! restriction site (underlined). 

GAL4-LAZ .1Zn(l-SOO) 

The PCR amplification generating the L1Zn(1-500) insert was realized using primer 5 

and primer 7: 5'CAAGAGCTCCTCAGGGAACGTGG3' which corresponds to the coding 

sequence for residues 496 to 500 followed by a termination stop codon and a unique Sac! 

restriction site (underlined). 

Immunoprecipitation analyses. 3J.1.g of the expression vector (pSG424 or pTL1) encoding 

the various constructs were transfected in COS-1 cells at 50 to 70% of confluency in 100 mm 

dishes using the Iipofectamine reagent (BRL) following the instructions of the manufacturer. 

After 48h, the cells were cysteine- and methionine-starved for 45 min and incubated with 

200J.1.Ci of C5S) methionine/cysteine trans-label reagent (ICN) for 2h. Cells were next lysed in 

lml ofRIPA butTer (Tris-HCL 10mM pH 7.4, NaCI 150mM, EDTA lmM, Triton XIOO 1%, 

Sodium Desoxycholate 0.5%, Aprotinin 0.5%, SDS 0.1 %). 20xl06 c.p.m of each radiolabelled 

Iysates were immunoprecipitated by a 3 hours incubation at 4°C using either protein G 

Sepharose (Pharmacia) plus a mix of two anti-GAL4 monoclonal antibodies (( 45) generously 

provided by Drs P.Chambon and Y. Lutz) or protein A agarose (Boerhinger) plus a polyclonal 

anti-LAZ3/BCL6 antibody. Proteins were then analyzed on a polyacrylamide gel followed by 

fluorography. 

Chloramphenicol acetyl transferase (CA T) assays. 0.5J.lg of the expression vectors (either 

empty or encoding the various constructs) were cotransfected with 2 J.1.8 of the appropriate 

.reporter vector (5xGAL4-tk-CAT or TGx3-tk-CAT) in C2 and NIH3T3 cells. The cells were 

transfected at about 30 to 50% of confluency in 60 mm dishes using the lipofectamine reagent 

(GillCO-BRL) and harvested 48h later in the Promega Lysis ButTer. Luciferase and CAT 

activities were determined as previously described (43). Ali the transfections were carried out 

at !east five times in C2 cells and at !east two times in NIH3T3 cells using two or more plasmid 

preparations (Qiagen) and normalized to the Iuciferase activity of a cotransfected pSVluc 
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vector (0.5J..tg) to correct for variation in transfection efficiency. The rates of the acetylation 

were determined using a phosphorimager (Molecular Dynamics). Standard variations were 

routinely below than 20%. 

Gel mobility-shift assays. The binding reaction was set up in a total volume of 20J..tl with 1 J.d 

of IOOpg double-stranded end labelled "TG-probe" (20), 1J..tl ofpoly (didC) (Jmg/ml), l-3J..tl of 

reticulocyte lysate (Promega TNT) to have equivalent amounts of polypeptides in each 

reaction, and 5-15 Jll of SB Buffer (50mM NaCI, 20mM Hepes (pH 7.9), 5mM MgCh, O,ImM 

EDTA, 20% glycerol, 1mM DTT) containing 5J.1M ZnCh. The reaction mixture was incubated 

on ice for 90 min and then protein-DNA complexes were resolved by a 5% 

polyacrylamide/TBE0.5X gel electrophored for 90 min at 150 V in a TBE0.2X butTer at room 

temperature. The gel was then dried under vacuum at 80°C and autoradiographied. For 

competition experiments, incubations were performed with a l 00 fold excess of unlabelled 

oligonucleotide. 

Northern-blot analysis. Total RNA of about 107 C2 and NIH3T3 cells was harvested. 20 J..tg 

of total RNA were run on a denaturing formaldehyde agarose gel and subjected to Northern­

blot analysis as previously described ( 46). A complete LAZ3/BCL6 eDNA (2) was used as a 

probe and labelled with the« redi-prime » labelling kit (Arnersham), following the instructions 

of the manufacturer. 
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Legends to figures. 

Figure l.The full-length LAZ3/BCL6 specifically binds to the TG sequence in vitro. 

Shawn is gel-shift analysis of pTL1 encoding proteins produced in rabbit reticulocyte lysates 

using the TG sequence as a probe for each assay (20). 

lane 1 : probe alone; Jane 2 : empty expression vector, pTLI (Control, Co); Jane 3: empty 

expression vector plus a 100 fold mol ar ex cess of cold competitor; lane 4 : fuii-Iength 

LAZ3/BCL6 protein; Jane 5: full-length LAZ3/BCL6 protein plus a 100 foid mol ar ex cess of 

cold competitor; lane 6 : LAZ3/BCL6 ll.BTB/POZ protein ; Jane 7: LAZ3/BCL6 ll.BTB/POZ 

protein plus a 100 fold molar ex cess of cold competitor. Arrows indicate the specifie bindings. 

Figure 2. Both C2 and NIH3T3 cells express the LAZ3/BCL6 mRNA. Northem blot 

analysis was performed on 20 l-J.g of total RNAs isolated from C2 and Nlli3T3 ceiis and 

probed with a radiolabeled LAZ3/BCL6 eDNA (2). The ribosomal RNAs were used as size 

markers. 

Figure 3. The LAZ3/BCL6 gene encodes a transcriptional repressor. A) Shematic drawing 

of the various expression and reporter constructs used for the transient transfection 

experiments. Three copies of the LAZ3/BCL6 binding sites (TG sequence (20)) were cloned 

upstream of the tk minimal promoter in the pBLCAT vector (42), referred to as« tk-CAT » 

reporter. B) C2 ceiis were transiently transfected using the lipofectamine reagent. CAT 

activities of the resulting experiments were corrected to the luciferase activities of a 

cotransfected pSVIuc vector. A typical autoradiogram is presented. « - » referred to as the 

empty expression vector (pTL1). The percentages of acetylation were calculated using a 

phosphorimager analysis. C) The average of at !east five experiments in C2 cells were plotted. 

1: pBLCAT plus pTLI; 2: TG3x-tk-CAT plus pTL1; 3: TG3x-tk-CAT plus LAZ3/BCL6; 4: 

TG3x-tk-CAT plus ll.BTB/POZ; 5: TG3x-tk-CAT plus .:11-271. The results of the transient 

transfections were highly reproducible, giving routinely a standard variation bellow than 20 %. 
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D) The LAZ3/BCL6-mediated repression strictly requires the presence of its binding-sites in 

C2 cells as it is totally inefficient on the parental pBLCAT vector (referred to as tk-CAT). «- » 

referred to as the empty expression vector (pTL 1 ). E) Lysa tes of COS-1 ce lis transfected with 

3 J.lg of each expression vector were subjected to an immunoprecipitation analysis, 

demonstrating that each construct produces a stable protein at the expected size in vivo. «- » 

referred to as mock-transfected COS-1 cells. Arrows indicate the bands at the expected sizes. 

Note that in these cells, a small amount of endogenous LAZ3/BCL6 protein is also detected. 

Figure 4. The LAZ3/BCL6 BTB/POZ domain is a strong transferable repression domain. 

A) Shematic drawing of the GAL4 ( 1-14 7) fusion pro teins used for the transient transfection 

experiments. Ali the constructs were cloned in frame into the pSG424 expression vector 

encoding the DNA-binding domain (1-147) of the yeast GAL4 activator (44). The reporter 

used was constructed by inserting five copies of the GAL4 binding-sites upstream of the tk 

promoter in the pBLCAT vector (5xGAL4-tk-CAT (43)). B) C2 cells were transiently 

transfected using the lipofectamine reagent. CAT activities of the resulting experiments were 

corrected to the luciferase activities of a cotransfected pSVluc vector. A typical autoradiogram 

is presented. The percentages of acetylation were caiculated using a phosphorimager analysis. 

C) The average of at !east five experiments using the 5xGAL4-tk -CAT as a reporter in C2 cells 

were plotted. 1: pSG424; 2: GAL4-BTB/POZ; 3: GAL4-LAZ~n(1-500). The results of the 

transient transfections were highly reproducible, giving routinely a standard variation bellow 

than 20 %. D) The repression mediated by the GAL4-BTB/POZ and GAL4-LAZ.1.Zn(1-500) 

requires the presence of the GAL4 binding-sites in C2 cells as the fusion-proteins display little 

activity on the parental pBLCAT vector (referred to as tk-CAT). E) Lysates of COS-1 cells 

transfected with 3 J.lg of each expression vector were subjected to an immunoprecipitation 

analysis, demonstrating that each construct produces a stable protein at the expected size in 

vivo. Arrows indicate the bands at the expected sizes. 
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DISCUSSION 



Nos travaux de thèse constituent la suite de notre travail de DEA, durant lequel nous 

avions caractérisé au niveau de la partie q27 du chromosome 3, une région de cassure 

fréquente, que nous avons nommée : MTC pour "Major Translocation Cluster". Les 

sites de translocations déterminés chez 9 des 12 patients alors étudiés, puis 13 sur 1 7, 

se regroupaient dans unfragmentBam HI-Xba 1 de 14 Kb. Actuellement, tous les groupes 

qui travaillent sur le même"c/uster" de points de cassure s'accordent à penser que la 

majorité des translocations interviennent dans un fragment Eco RI de 3,3 Kb. Il est 

cependant probable qu'il existe d'autres régions de points de cassure car certains patients, 

qui possèdent une anomalie dans la région 3q27, ne réarrangent pas dans ce MTC. 

Initialement, l'équipe américaine de Mc Keithan (Baron et al., 1993) avait identifié 

un transcrit de 11 Kb comme étant associé au gène impliqué dans les cas de LNH 

possédantunetranslocationen3q27,puis l'équipe de Dalla-Favera(Ye etal., 1993a) qui 

associa un transcrit de 2,4 Kb à ce gène. Finalement, une sonde PEE7.0 dérivée du 

chromosome 3, localisée à environ 10 Kb du MTC en 3q27, nous permit la détection d'un 

transcrit de 3,8 Kb d'expression ubiquitaire mais préférentielle dans le muscle squelet­

tique. 

Cette sonde nous permit le clonage du gène réellement associé à la translocation 

en 3q27: LAZ3. Ce gène fût ensuite également cloné par l'équipe de Dalla-Favera, puis 

plus récemment par une équipe japonaise (Miki et al., 1994 ). Il fut nommé par ces autres 

équipes BCL5(Miki et al., 1994) et BCL6 (Ye et al., 1993b ). 

1- LAZ3 facteur de bon ou de mauvais pronostic? 

Nous avons (Bastard et al., 1994 ), ainsi que d'autres, montré que les réarrangements 

de ce gène LAZ3 représentent l'anomalie la plus fréquente associée aux Lymphomes 

Diffus à grandes Cellules (LDGC). Des études préalables sur MYC et sur BCL2 avaient 

montré que ces deux gènes étaient réarrangés dans 5 à 20% et 20% respectivement parmi 

les LDGC (Chaganti et al., 1989). En comparaison de ces réarrangements qui associent 

plus communémentMYC au Lymphome de Burkitt (LB) etBCL2 au Lymphome Folliculaire 

(LF), les réarrangements de LAZ3 sont dépistés dans 37% des LDGC (Bastard et al., 

1994 ), c'est donc l'anomalie spécifique récurrente majeure retrouvée parmi les LDGC. 

A la suite d'une étude portant sur 21 7 patients, il semble que les réarrangements 

de LAZ3 soient restreints aux lymphomes à cellules de type B puisque un seul des 39 

patients immunologiquement caractérisés qui réarrangent LAZ3, présente un phénotype 
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detypeT. 

Dans le groupe des lymphomes agressifs de type B, la fréquence totale des 

réarrangements de LAZ3 est de 3 7%, ce qui est en accord avec les résultats publiés par 

Ye et al, (Ye et al., 1993b ). Dans le groupe des LF, C. Bastard et al, montrent que LAZ3 

présente des réarrangements dans 13% des LF, à la différence des résultats de Ye et al. 

qui n'observent pas d'altérations de BCL6 parmi les 28 LF testés et de ceux de Lo Coco 

et al. qui, n'observent qu'un seul cas de LF avec un réarrangement de BCL6 (Lo Coco et 

al., 1994). 

La corrélation avec la cytogénétique révèle que 11 des 32 patients, présentant une 

anomalie en 3q27, ne présentent pas de réarrangements de LAZ3. Ceci nous permet de 

supposer soit l'existence d'un autre gène affecté, ou plus probablement une autre région 

de cassure, extérieure au MTC, non identifiée. Ceci nous indique aussi une sous­

estimation probable de la fréquence des réarrangements de LAZ3 observés. Réciproque­

ment, sur les 39 patients qui présentent un réarrangement de LAZ3 détectable en 

"southern blot", 18 ne présentent pas d'anomalie cytogénétique visible de la région 3q27. 

Ces résultats montrent l'importance des détections moléculaires des réarrangements 

3q27. 

En considérant le fait que les réarrangements de LAZ3 peuvent être observés chez 

des patients qui présentent un LF au diagnostic et que cela ne semble pas affecter leur 

survie , il semble que LAZ3 ne puisse pas être associé à la progression clinique ou à la 

transformation histologique. Il ne semble donc pas possible de corréler les caractéris­

tiques cliniques aux réarrangements de LAZ3 (Bastard et al., 1994 ). Ces résultats sont en 

contradiction avec ceux de l'équipe américaine de Dalla-Pavera (Offit et a/.,1994), qui 

observe que certains des marqueurs cliniques de pronostic favorable sont retrouvés parmi 

des patients qui présentent un LDGC avec un réarrangement de LAZ3. Les auteurs 

décrivent une association entre les réarrangements de BCL6 et un sous-type de LDGC 

avec une forte proportion de pathologies extranodulaires présentant une évolution 

favorable. Ils corrèlent donc les réarrangements du gène BCL6 avec un devenir clinique 

favorable parmi les LDGC (Offit et al., 1994). Plus récemment, sur un panel de 40 

patients qui présentent un LNH associé au SIDA, Gaidano et al, montrent que 20% des 

patients présentent un réarrangement de BCL6 (Gaidano et al., 1995). En conclusion, 

jusqu'à présent nos études ne permettent pas de corréler les réarrangements de LAZ3 avec 

un pronostic favorable, mais, l'identification de ce gène comme premier marqueur 
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spécifique des LDGC peut représenter un élément important dans le diagnostic et la 

surveillance de patients à hauts risques. 

Il- Mécanismes aboutissant à une dérégulation du gène LAZ3. 

La dérégulation du gène LAZ3 peut être comparée aux cas deLymphomes de Burkitt 

(LB), dans lesquels la partie 5' non codante du gène MYC est tronquée à la suite d'une 

translocation t(8;14) (Haydlay et al., 1984). Orla surexpression du gèneMYC dans les 

LB doit être expliquée par l'influence d'un "enhancer" des lg retrouvé en cis, ou par des 

altérations structurales dans les régions 5' régulatrices de ce gène (Battey et al., 1983; 

Dalla-Favera et al., 1983). 

- Les réarrangements du gène LAZ3 sont complexes. 

Les trois translocations analysées, par les groupes de Chicago et New York, 

impliquaient la région switch Jl des lg. L'équipe japonaise a cloné la région 3q27 à partir 

d'un gène À d'Ig et a aussi analysé trois cas de t(3; 14,) tous porteurs d'un point de cassure 

dans la région JH. 

Le malade LAR, qui nous a permis le clonage du point de cassure d'une translocation 

t(3;14) présente une translocation complexe. En fait, nous avons mis en évidence 

plusieurs jonctions dans le clone représentant le point de cassure sur le der 3. 

1- Entre les segments J3 et une séquence inversée du même locus dans 

la partie variable VH3. 

2- Entre cette jonction VH3-J3 et une séquence du chromosome 3q27. 

Initialement, nous pensions que le clone contenant le point de cassure du patient 

LAR représentait le der 14, du fait de l'orientation des séquences JH. Après le clonage 

d'autres points de cassure dont une translocation t(3;22) impliquant les chaînes légères 

À des lg, nous nous sommes aperçus que nous ne pouvions expliquer la translocation 

t(3; 14) qu'en considérant que ce clone représentait le der 3 avec la partie correspondante 

au chromosome 3, localisée en position centromérique et la portion 14q32 télomérique 

par rapport au point de cassure. Ceci nous permet donc d'orienter LAZ3/BCL6 dans le sens 

5'-3' : Télomère-Centromère : Tel-5'-LAZ3-3'-Cen. 
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- Mécanismes impliqués dans les réarrangements en 3q27. 

Les mécanismes de recombinaison somatique des gènes des Ig font intervenir des 

réarrangements sites spécifiques au niveau des signaux héptamères-nonamères (Desiderio 

et al., 1984). En principe, selon la règle "12-23 mers" et pour respecter rappariemment 

des signaux, un segment V ne peut se recombiner qu'avec un segment D et un segment D 

qu'avec un segment J. Le réarrangement illégitime V -J dans le cas LAR n'a pu s'effectuer 

que par inversion de V qui respecte ainsi, quasi parfaitement, l'appariementdes séquences 

heptamères-nonamères de VH3inv et 13. Cependant,comme on retrouve ces éléments 

heptamères-nonamères dans la séquence, il semble que la recombinase n'ait pas délété 

ces séquences lors de la jonction. D'autres cas d'inversion ont déja été décrits comme 

en 14q 11 (Park et al., 1992). 

Cependant, il existe des cas de translocation qui n'impliquent pas les gènes des Ig, 

comme la translocation t(l ,3,11) et la translocation t(3,4). D'autres séquences telles que 

les séquences "chi-/ike", dont le consensus est retrouvé à proximité des points de 

cassures sont probablement impliquées dans le mécanisme de la translocation (Ken ter et 

Birshtein. 1981; Smith. 1983) et dans les délétions. 

- Dérégulation du gène LAZ3. 

Les résultats obtenus par la technique de RACE montrent rexistence de plusieurs 

transcrits de fusion et que la protéine issue de la translocation est entière de type sauvage 

et non fusionnée à d'autres domaines. 

Il s'agit : 1) de transcrits de fusion entre les régions JH des gènes des Ig et le 

second ex on non codant de LAZ3. 

2) fusion entre les régions 5' du gène TTF, représentant un gène qui 

code une nouvelle petite protéine G de la super-famille RAS, d'expression spécifique des 

cellules hématopoïétiques, avec l'exon 2 de LAZ3. 

3) dans le cas de la translocation t( 1 ,3, 11 ), d'une fusion entre le second 

exon du gène LAZ3 et les régions 5' d'un gène nommé TOTE (Galiègue-Zouitina et al., 

soumis) dont l'expression est spécifique des cellules B. 

Récemment, réquipe de Dalla- Favera (Miggliazza et al., 1994), par une étude en 

PCR-SSCP, montre que de la région 5' non codante comprenant le MTC de LAZ3 présente 

de fréquentes mutations : en considérant réarrangements et mutations, plus de 80% des 

LDGC et 40% des LF sont affectés. Les auteurs proposent que les mutations de la région 
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5' non codante de LAZ3 participe à la génèse des lymphomes. Nous possédons un cas, 

VAL, qui présente un allèle transloqué et l'autre allèle délété de 2,4 Kb, au niveau du 

premier intron de LAZ3, dans la région MTC. Un autre cas, GUI, présente trois petites 

délétions de 22, 25, et 101 paire de bases dans la région MTC, l'autre allèle étant absent. 

Il est donc envisageable que ces délétions jouent un rôle essentiel dans la dérégulation 

deLAZ3. 

Plusieurs mécanismes paraissent donc susceptibles de déréguler le gène IAZ3. 

- Soit par perte du premier exon 1 A. 

-Soit par délétion des séquences régulatrices situées en 5' de ce gène et dans 

le MTC et utilisation des séquences promotrices du locus des lg. 

- Soit encore par fusion avec des séquences régulatrices d'autres gènes que 

ceux des lg, correspondant à des promoteurs hétérologues. 

Récemment Otsuki et al. ont étudié les réarrangements, l'expression et les muta­

tions des régions codantes du gène IAZ3 (Otsuki et al., 1995). Ils ont identifié 2 

polymorphismes: l'un au niveau ducodon 415 (T ou C), l'autre en 3' du codon de 

terminaison (G ou A) qui ne change pas les acides aminés, mais ils n'observent pas de 

différence entre les allèles réarrangés et les allèles non réarrangés. Finalement, Otsuki 

et al considèrent que l'altération de l'activité biologique de LAZ3 à travers des mutations, 

au niveau des régions co dan tes de ce gène, ne représente pas un mécanisme responsable 

de son activité oncogénique. 

Une étude par immunoprécipitation (Dhordain et al., 1995), utilisant deux anti­

corps polyclonaux, montre que la taille de la protéine LAZ3 est normale dans les deux 

lignées V AL et Karpas 231. La protéine ne doit pas être altérée car le point de cassure 

est situé en dehors du cadre ouvert de lecture. Otsuki et al., en 1 995 ont réalisé une étude 

sur d'autres lignées et obtiennent le même résultat. 

Cependant, il est important de noter que le taux de protéine LAZ3, observé en 

immunoprécipitation , est similaire entre les lignées cellulaires réarrangées et non 

réarrangées pour LAZ3. Ceci suggère que le réarrangement dans cette région 3q27 

n'induit pas une dérégulation forte de son expression. Bien que les résultats obtenus par 

immunoprécipitation ne soient pas entièrement quantitatifs, ces données sont cependant 

en accord avec les observations préalables effectuées sur le taux d'ARNm (Otsuki et al., 

1995). Des expériences actuellement en cours et réalisées en collaboration étudient par 

western blot le taux de protéine dans ces différentes lignées. 

-169-



On est donc amené à penser que des variations faibles d'expression de LAZ3, non 

détectées ni en northern ni en immunoprécipitation, pourraient jouer un rôle dans la 

lymphomagenèse. 

Ill- LAZ3, un facteur de transcription diffusible "classique" et/ou un facteur 

modulant l'architecture et la condensation de la chromatine? 

- Localisation sub-cellulaire de la protéine LAZ3, dépendante du domaine 

BTBIPOZ. 

Des études en immunofluorescence ont été réalisées afin de déterminer la 

localisation sub-cellulaire de la protéine LAZ3. Les résultats obtenus sur des cellules 

transfectées avec le facteur LAZ3 montrent la capacité potentielle de cette protéine à 

former des structures nucléaires discrètes, structures de forme et de taille variables. 

Cette localisation nucléaire ponctuée est dépendante du domaine BTB/POZ. En effet, on 

observe aussi bien des petits points que des structures en anneau de plus grande taille. Il 

semble donc que LAZ3 possède la capacité à former des agrégats nucléaires discrets, qui 

pourrait être directement reliée à l'activité de cette protéine. 

D'autres protéines présentent en transfection transitoire, dans des cellules COS-1 

ou HeLa, une localisation nucléaire ponctuée qui présente de fortes ressemblances avec 

celle observée avec la protéine LAZ3. Il s'agit en particulier de deux protéines de type 

RlNG finger : PML et ICPO (une protéine virale précoce de HSV qui permet une 

augmentation de l'expression des gènes viraux) ( Gelman etSilverstein. 1987~ Kastner et 

al., 1992; Daniel et al., 1993; Dyck et al., 1994; Koken et al., 1994 ). La localisation 

nucléaire ponctuée de la protéine PML, qui présente également une localisation parfois 

cytoplasmique, fut confirmée par des expériences permettant la détection de la protéine 

endogène (Daniel et al., 1993; Maul et al., 1993; Dyck et al.., 1994; Koken et al., 1994; 

Lavau et Dejean. 1994; Weis et al., 1994). 

La protéine PML co-localise, dans des sous-structures nucléaires, avec une protéine 

dénommée Sp 1 00 dont la fonction est inconnue, dans ce qui fut appelé PO D (pour PML 

Oncogenic Domain) ou encore NB (pour Nuclear Bodies) corps nucléaires. Comme 

dans le cas de la protéine LAZ3, ces structures "gonflent" avec l'expression forcée de 

protéine exogène (Koken et al., 1994 ). 

PML présente également une co-localisation avec ICPO dans ce qui est appelé des 
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ND 10 (pour Nuclear Domain) (Maul et al., 1994 ). Ces ND 10 pourraient correspondre 

à des sites spécifiques de transcription, impliqués dans la régulation de la transcription 

(Xie et al., 1993) 

On peut donc penser que les sous-structures nucléaires observées avec la protéine 

LAZ3 pré-existent dans la cellule et que dans les cellules où cette protéine est sure x primée 

par transfection , elles augmentent en taille et deviennent détectables. 

- La localisation sub-cellulaire de la protéine LAZ3 est-elle le reflet de la 

fonction biologique de ce facteur ? 

On observe de plus en plus de fonctions nucléaires qui sont associées à des sous­

structures nucléaires spécialisées et discrètes. 

L'une de ces fonctions essentielles,associées à des agrégats protéiques, concerne 

la capacité de certains complexes protéiques à réaliser des "frontières" entre chromatine 

"ouverte" ( euchromatine) et chromatine "fermée" (hétérochromatine ). Les protéines de 

Drosophile du groupe polycomb (PcG) sont capables d'induire une 

"hétérochromatinisation" locale, rendant ainsi silencieux un certain nombre de régula­

teurs du développement, spécifiques des gènes homéotiques (Paro, 1993). 

Des études d'immunoprécipitation ont montré que les protéines polycomb (Pc) et 

polyhoméotiques (Ph), deux membres du PcG, étaient les constituants d'un complexe 

multimérique soluble. Ils possèdent tous les deux la même distribution spatiale et la 

même localisation sur le chromosome polytène. Francke et al. proposent en 1992, que 

ces complexes multimériques interviennent pour réprimer de façon stable des gènes 

comme les régulateurs homéotiques (Francke et al., 1992). Ces facteurs possèdent le 

même domaine protéique nommé chromobox ou chromodomaine qui, comme le do­

maine BTB/POZ, est essentiel à la localisation nucléaire ponctuée du facteur Pc 

(Messner et al., 1992). Un certain nombre de données suggèrent également que certaines 

protéines BTB/POZ pourraient induire une condensation locale de la chromatine, 

comme cela est fortement suggéré par les ressemblances entre PcG et des mutations du 

gène bab (qui code une protéine BTB/POZ de drosophile). 

Parmi les facteurs qui présentent une localisation nucléaire sous forme d'agrégats, 

on trouve donc, d'une part des membres du groupe PcG, qui sont responsables d'une 

"hétérochromatinisation", condensation locale de la chromatine liée à la non expression 

des régulateurs homéotiques et, d'autre part des facteurs protéiques BTB/POZ de 

-171-



drosophile, comme GAGA etE( var)3-93 D qui ,quant à eux, sont liés à une décondensation 

locale de la chromatine. Ces facteurs sont donc responsables de l'effet inverse des 

membres précèdemment décrit du PcG. Il créent une décondensation de la chromatine, 

des mutations des gènes qui codent ces facteurs conduisent à l'activation de la PEV 

(Position Effect Variegation) (Henikoff. 1990~ Dom et al., 1993~ Farkas et al., 1994) 

GAGA est une protéine à doigts de zinc, membre du groupe tri thorax (Trx-G), qui, 

à l'inverse des membres du groupe PcG, sont nécessaires à l'expression des gènes 

homéotiques des deux complexes Bithorax (Bx-C) et Antenapedia (Ant-C). GAGA, 

codé par le membre trithorax-like (tr-I) du Trx-G, est impliqué dans le modelage de la 

chromatine en maintenant des régions "ouvertes" accessibles aux facteurs de transcrip­

tions diffusibles classiques (Granok et al., 1995). 

Cette propriété peut également être étendue à un autre facteur protéique du type 

BTB/POZ récemment cloné : le produit du gène E(var)3-93D. La distribution 

chromosomique de E( var )3 -93 D confirme son association avec certaines des régions les 

moins condensées (Dom et al., 1993). 

En réalité, ces deux seules protéines, qui jusqu'à ce jour ont pu être impliquées dans 

la décondensation de la chromatine, ont pour seul point commun, un domaine BTB/POZ. 

Ce qui suggère que ce domaine puisse être requis pour l'activité de ces deux protéines sur 

la chromatine, probablement en permettant la formation d'agrégats protéiques qui 

agissent à une grande distance (Albagli et al., 1995). 

En conséquence, il semble que les protéines BTB/POZ ,qui possèdent la capacité 

à former des sous-structures nucléaires, telles que LAZ3, ne sont pas forcément des 

facteurs de transcriptions "classiques" diffusibles, mais apparaissent plutôt comme des 

modulateurs de la condensation de la chromatine. Grâce à la formation de complexes 

macromoléculaires, ils contrôleraient l'architecture de la chromatine en modulant sa 

condensation-décondensation, et participeraient donc à l'activation ou l'inactivation de 

gènes cibles, à travers des interactions spécifiques avec l'ADN. 

-LAZ3: un répresseurtranscriptionnel, une fonction dépendante du domaine 

BTBIPOZ? 

Le fait que plusieurs protéines BTB/POZ agissent comme des régulateurs de la 

condensation de la chromatine permet d'expliquer un certain nombre de données incom­

prises. Comme par exemple, dans le cas de la protéine ZID (Bard weil et Treisman. 1994 ), 
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le fait que la fusion de cette protéine au transactivateur fort VP16, ZID-VP16, fasse 

perdre l'activité transactivatrice de VP 16, en transfection transitoire. Comme pour son 

effet inhibiteur sur le domaine de fixation à l'ADN de la protéine ZID, ce domaine BTB/ 

POZ supprimerait la diffusion libre de cette protéine ainsi que de ces partenaires, ce qui 

s'opposerait à ses activités en transfection transitoire. C'est probablement ce qui se passe 

au niveau de l'inhibition RARIRXR par PML/RARa. et peut-être aussi dans le cas de 

PLZF/RARa.. 

Nous avons examiné les propriétés du facteur LAZ3 en tant que facteur de 

transcription. Outre son domaine BTB/POZ ,la protéine LAZ3 possède en effet plusieurs 

caractéristiques de facteur de transcription, notamment un domaine à 6 doigts de zinc de 

type Krüppel dans sa partie carboxy-terrninale. 

Afm de mieux caractériser les propriétés de fixation à l'ADN de cette protéine, nous 

avons recherché, en collaboration avec l'équipe de Mc Keithan, une séquence cible 

nucléotidique. Il fut montré, à la suite de cette étude, que le motif des doigts de zinc de 

LAZ3 reconnaissait une séquence spécifique de fixation à l'ADN (Baron et al., 1995~ 

Kawamata et al., 1994b ). Cette séquence nous donne assez peu de renseignements sur 

les cibles de LAZ3. On retrouve cependant ce consensus parmi plusieurs génomes viraux 

et dans les régions 5' régulatrices du gène de laglucokinase, au niveau du gène qui code 

une protéine inhibitrice, la leukoprotéase sécrétrice, ainsi que dans les régions introniques 

du gène de la dystrophine (Kawamata et al., 1994b ). 

En outre, nous avons testé les capacités de la protéine LAZ3 à fixer sa cible 

nucléique. Les résultats que nous avons obtenus avec la protéine LAZ3 sont beaucoup 

moins tranchés que ceux publiés avec la protéine BTB/POZ ZID mais n'en sont malgré 

tout pas trop éloignés. En effet, en retard sur gel avec l'oligonucléotide cible nucléique 

de LAZ3, il semble que la protéine LAZ3 entière conserve sa capacité à fixer l'ADN 

même si cette fixation semble plus faible que la protéine LAZ3 délétée de son domaine 

N -terminal BTB/POZ. De plus, une construction, qui contient le domaine BTB/POZ du 

facteur LAZ3 en fusion avec la séquence co dante pour le transactivateur VP 16, ne semble 

pas perdre ses capacités transactivatrices en transfection transitoire. Même si l'effet 

visualisé est légèrement réduit, il reste malgré tout significatif, contrairement à ce qui 

est observé dans le cas du facteur ZID (Bardwell et Treisman. 1994 ). 

D'autres protéines nucléaires possédant un domaine de type B TB/POZ présentent 

des fonctions similaires . Certaines semblent plutôt fonctionner comme des facteurs de 
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transcription classiques. Elles ont d'ailleurs été clonées grâce à leurs propriétés à se fixer 

à l'ADN et elles possédent des propriétés trans-activatrices ou trans-répressives. 

Le facteur clone 18, (Sugawara et al., 1994) par exemple, code une protéine 

contenant des doigts de zinc de type C2H2 dans sa partie carboxy-terminale et possède 

une région amino-terminale de type BTB/POZ. Il fut cloné à partir d'une banque d'ADNe 

de cellules B humaines, grâce à ses propriétés de fixation aux éléments régulateurs du 

gène DPA du Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe II (CMH de classe 11). 

Clone 18 semble fonctionner de façon classique et possède un domaine activateur, 

localisé entre le domaine BTB/POZ et les doigts de zinc. Chez les vertébrés, le répresseur 

transcriptionnel ZF5 (Numoto et al., 1993) fut également cloné grâce à sa capacité à fixer 

l'ADN et son activité fonctionnelle sur les régions régulatrices du gène MYC. Un autre 

exemple est représenté par le gène yFBPde souris qui code une protéine capable de se 

fixer spécifiquement sur le promoteur du yF cristallin. L'une des protéines codées par ce 

gène yFBP-B possède des fonctions trans-répressives sur les cellules du cristallin (Liu 

et al., 1994). 

Nous avons donc testé les capacités de la protéine LAZ3/BCL6 à réguler en trans 

sa séquence cible. Nous montrons en transfection transitoire que la protéine LAZ3/ 

BCL6 est un répresseur transcriptionnel actif, d'une part, en tant que protéine de type 

sauvage sur ces propres séquences, d'autre part, comme chimère GAL4. Il semble que le 

domaine BTB/POZ possède un rôle essentiel pour cet effet en constituant un domaine 

inhibiteur autonome et transférable. 

Tous ces arguments semblent montrer que le facteur LAZ3 pourrait également 

posséder des fonctions de facteur de transcription plus "classique" qui dirigerait une 

activité trans-répressive. 

- Le facteur LAZ3 : un modulateur de l'architecture de la chromatine et un 

trans-régulateur. Ambivalence liée aux effets multifonctionnels du domaine BTBI 

POZ? 

Il semble de plus en plus que, non seulement ces deux propriétés ne soient pas 

mutuellement exclusives, mais qu'il existe plutôt une interdépendance entre elles. 

Plusieurs protéines de type BTB/POZ possèdent ces deux types d'effets, trans­

régulateur local et modulateur distal. Il semble que ces propriétés soient liées par des 
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mécanismes chevauchants qui tendent vers une seule et même fonction. 

Cette ambivalence observée est très nette pour le régulateur de drosophile zeste. La 

protéine zeste présente la capacité à s'auto-agréger en complexes multimériques, 

composés parfois de plusieurs centaines de monomères et réalise également ces deux 

types d'effets. A faible portée, elle stimule le promoteur Ubx; à plus grande distance elle 

exerce un effet de transvection (capacité de certains éléments régulateurs sur un 

chromosome à affecter l'expression du gène homologue sur l'autre chromosome de la 

même paire). Cette activité repose sur un contrôle en cis et en trans de l'interaction 

physique et fonctionnelle. Des études réalisées, sur des mutants de cette protéine zeste, 

démontrent clairement que l'effet de transvection est altéré lorsque la capacité de cette 

protéine à s'auto-aggréger est diminuée, sauf dans le cas où on surexprime le mutant . 

Aucune altération n'est observée sur son effet à faible portée. L'effet à large portée de 

transvection serait une généralisation de l'action locale sur un promoteur. En fait, ces 

deux effets seraient simplement dûs à une différence dans la taille de l'agrégat protéique 

(Bickel et Pirrota. 1990). 

Comme nous l'avons vu précédemment décrit, cette ambivalence est également 

observée dans le cas du facteur GAGA. Ce facteur permet la stimulation du promoteur 

Krüppel en agissant contre la répression dirigée par l'histone H 1, et il crée des régions 

sans nucléosomes en se fixant au promoteur hsp 70. Dans ce cas, les effets à faible portée 

peuvent s'exercer en modulant les interactions entre histone Hl et l'ADN, localement ou 

à grande distance. 

Cette ambivalence fonctionnelle est également observée dans le cas de facteurs 

comme TTK ou BR-C. En effet, la protéine TTK se fixe directement et réprime les 

régions régulatrices du gène eve etftz. Elle montre également une répression significa­

tive des gènes pair-rule : even skipped; odd skipped; hairy et ru nt (Brown et Wu. 1993 ), 

activité conventionnelle à faible portée. La protéine de 69 kDa de drosophile TTK 

interagit également avec le facteur GAGA (Bard weil et Treisman. 1994) et montre un 

effet inhibiteur pleiotrope sur plusieurs gènes de segmentation ''pair-rule" (Brown et 

Wu. 1993 ), indiquant que certaines protéines BTB/POZ peuvent également induire une 

condensation de la chromatine. 

Les trois produits du gène BR-C semblent également agir comme des facteurs de 

transcription classiques, dans leur façon de réguler le gène de métamorphose Sgs-4 glue 

et la transcription de Pig-1, à travers leur fixation sur des séquences promotrices 
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chevauchantes (Von Kalm et al., 1994 ). En réalité, l'isoforme Z3 de BR -C ressemble très 

fortement à l'isoforme de 69 kDa de TTK, qui régit les interactions entre les régions 

régulatrices et qui est nécessaire à l'activation complète de plusieurs gènes de réponse 

à l'ecdysone (Von Kalm et al., 1994). De par leurs fonctions pléiotropes de modulateur 

de la réponse à l'hormone, il semble que les produits de BR-C augmentent l'accessibilité 

de la chromatine au ligand du récepteur de l'ecdysone ou à d'autres facteurs de 

transcription intervenant dans la métamorphose comme les protéines E7 4 ou E7 5(Von 

Kalm et al., 1994~ Fletcher et Thummel. 1995~ Fletcher et al., 1995). 

C'est probablement la capacité des protéines BTB/POZ à réaliser des interactions 

entre protéines, en formant de larges complexes multiprotéiques, qui est utilisée dans les 

interactions proximales ou distales (Albagli et al., 1995). 

Les protéines BTB/POZ nucléaires sont probablement des régulateurs 

transcriptionnels dont l'action, en tant que facteur de transcription diffusible classique ou 

en tant que facteur intervenant dans la modulation de la chromatine, reste cependant 

obscure. 

D'après sa localisation nucléaire ponctuée non diffusible, qui dépend du domaine 

B TB/POZ, nous avons d'abord proposé que LAZ3 pourrait agir sur la chromatine en tant 

que médiateur du contrôle transcriptionnel. Après nos études en transfection transitoire, 

nous montrons que ce facteur réprime la transcription de façon classique, effet dirigé en 

grande partie par le domaine BTB/POZ. Comme le facteur GAGA, LAZ3 pourrait réguler 

(trans-réprimer) à faible distance, ou réguler à grande distance, en fonction de son degré 

de polymérisation. Cette modulation serait dépendante du domaine BTB/POZ de LAZ3, 

des partenaires avec lesquels il interagit ou encore plus simplement, de sa concentration. 

En effet la concentration semble être un facteur essentiel , ceci a été démontré dans le 

cas du facteur BTB/POZ de drosophile BAB (Godt et al., 1993). 

Bien entendu le clonage et la caractérisation d'autres partenaires du facteur LAZ3, 

partenaires co-localisant avec la protéine LAZ3 dans ces agrégats nucléaires, permet­

tront probablement de mieux comprendre comment ces interactions sont régulées et 

comment fonctionne ce facteur. 

IV- LAZ3 et la transformation cellulaire. 

De nombreuses protéines Ring finger et des protéines BTB/POZ peuvent être 

impliquées dans la transformation cellulaire, probablement par la capacité à moduler la 

condensation de la chromatine. 

Comme nous l'avons précédemment décrit, certains programmes de détermination 
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et de différenciation, sont réalisés grâce à une régulation des gènes régulateurs du 

développement. Cette régulation s'opère à travers des "ouvertures" et "fermetures" de 

grandes régions génomiques permettant soit une activation soit une répression de ces 

gènes. L'incapacité de ces protéines Ring finger ou BTB/POZ à exercer leur fonction 

d'ouverture et fer:meture pourrait conduire à la transformation maligne. Les hybrides 

PML-RARa en dissociant les NBs ou PODs, altèrent la fonction de ces structures: 

l'altération de la compartimentalisation de la chromatine, normalement maintenue par 

des liaisons entre matrice nucléaire et NBs, empêcherait la différenciation et conduirait 

à la Leucémie Aigüe Promyélocytaire (LAP). L'homologue du régulateur TTK,ou encore 

les gènes AMLI ou HOX, sont également impliqués dans des pathologies. Parmi les 

pathologies hématopoïétiques, le gène HRX ou ALLI, l'homologue humain du gène 

trithorax, présente également des altérations récurrentes. 

LAZ3 représente un gène fréquemment transloqué parmi les LNH, qui code donc 

une protéine de type BTB/POZ. Comme les modulateurs de la condensation de la 

chromatine sont généralement très sensibles à de très faibles variations de dosage 

(Henikoff. 1990), il devient possible d'expliquer qu'un faible changement dans l'expres­

sion de LAZ3 puisse alors contribuer à la transformation néoplasique, en déplaçant un 

équilibre protéique étroitement controlé. Ceci rend compatible le fait que l'expression 

de LAZ3 n'est pas quantitativement et qualitativement altérée par les translocations en 

3q27 (résultats non publiés; Otsuki et al., 1995). 

En conclusion, les résultats obtenus montrent que LAZ3 présente une localisation 

nucléaire ponctuée, dépendante du domaine BTB/POZ. Ce domaine BTB/POZ est 

également requis pour la formation d'interactions homotypiques in vitro et in vivo. Le 

facteur LAZ3 possède une fonction trans-répressive, le domaine BTB/POZ représentant 

un domaine de répression autonome. 

Malgré toutes les indications en faveur d'un rôle régulateur transcriptionnel de 

LAZ3/BCL6, un grand nombre de questions reste posées . 

Tout d'abord en ce qui concerne les cofacteurs de LAZ3/BCL6, quelles sont les 

protéines qui co-localisent avec ces "corps nucléaires" ? 

La fonction biologique de LAZ3/BCL6 reste bien mystérieuse. LAZ3/BCL6 est 

exprimé de façon prépondérante dans les muscles squelettiques de souris, LAZ3/BCL6 

joue t-il un rôle dans l'induction de la myogenèse et/ou l'arrêt concommitant de la 

prolifération myoblastique? 

Quels sont les gènes cibles de ce facteur ? 

Il persiste le paradoxe de l'implication de LAZ3/BCL6 dans les lymphomes. En 

effet ce gène n'est ni surexprimé ni muté de façon évidente dans les cellules transloquées. 
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