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GENERALITES 

Le développement de tumeurs malignes résulte de la transformation progressive d'une 

cellule normale en une cellule cancéreuse qui échappe alors aux mécanismes de régulation 

maintenant l'homéostasie tissulaire. Cette transformation par étapes est associée à l'acquisition 

d'un certain nombre d'anomalies chromosomiques par les cellules tumorales. L'étude de ces 

anomalies est particulièrement intéressante, en effet elles peuvent être utilisées comme 

marqueurs biologiques nécessaires pour classer les tumeurs, établir un diagnostic précis du type 

de cancer rencontré, orienter vers une thérapie précise et éventuellement donner une indication 

pronostique. L'étude de ces anomalies a également permis le clonage de nombreux gènes 

impliqués dans la genèse ou la progression tumorale. Dans le cas des lymphomes non 

Hodgkiniens (L.N.H.), l'étude des réarrangements chromosomiques associés, tels que la 

translocation t(8;14) pour le lymphome de Burkitt et la translocation t(l4;18) principalement 

pour le lymphome folliculaire, a abouti respectivement à l'implication du gène C-MYC et 

l'identification du gène BCL-2, puis à l'analyse de leur fonction et en partie à la compréhension 

de leur implication dans le développement et la progression tumorale (Kluin et al., 1997). 

I- ANOMALIES GENETIQUES ET CANCER 

Les tumeurs présentant des anomalies chromosomiques comprennent les leucémies et les 

lymphomes mais aussi les tumeurs solides (carcinomes, sarcomes). Ces anomalies perturbent le 

fonctionnement de deux types de gènes: les proto-oncogènes, gènes cellulaires qui peuvent être 

activés par des mutations dominantes, et les gènes supresseurs de tumeur dont le potentiel 

oncogène provient d'une perte de fonction par mutations ou délétions (Salomon et al., 1991). 

I.l Les différents types d'anomalies génétiques 

Les réarrangements mis en évidence par la cytogénétique sont très divers, il peut s'agir: 

-d'anomalies de nombres: gain ou perte de chromosomes entiers, 

- d'anomalies de structure équilibrées telles que les translocations réciproques, les 

inversions, les insertions, ou déséquilibrées telles que les dérivées de translocation, les délétions, 

les duplications (Salomon et al., 1991 ). 



Il 

Parmi les divers mécanismes qm peuvent altérer un proto-oncogène ou un gène 

suppresseur de tumeur, on distingue: 

- des mutations ponctuelles dans les régions codantes altérant alors la fonction 

normale de la protéine qu'il code (RAS, P53 ... ), des mutations dans les régions non codantes 

pouvant modifier les mécanismes de transcription, d'épissage et de traduction. Citons pour 

exemple les mutations décrites dans l' exon 1 du gène MYC qui modifient la stabilité des 

transcrits (Zajac-Kaye et al., 1988), ou les mutations décrites dans les sites d'épissage du gène 

BRCA1 (Xu et al., 1997) 

- des insertions de séquences régulatrices, souvent de séquences virales comme 

l'insertion du provirus MuLV (murine leukemia virus)qui active l'oncogène Bmi 1 dans les 

thymomes (van Lohuizen et al., 1991), 

-des inversions telle que l'inversion du chromosome 16 décrite dans la leucémie 

aiguë myéloïde (LAM) qui provoque la fusion des gènes CBF[J et SMMHC/MYH1 1 (Liu et al., 

1993), 

-des délétions qui ont pour cible aussi bien un chromosome entier qu'un fragment 

de gène : délétion des gènes suppresseurs de tumeur P 53 et RB (Weinberg, 1991 ), délétion dans 

la région 5' du gène TAL1/SCL dans les leucémies T de l'enfant sans translocation t(1;14) 

(Brown et al., 1990). 

- des duplications : duplication en tandem d'une portion du gène MLL dans les 

leucémies aiguës (LA)(Schiman et al., 1994 ). 

-des translocations (détaillées plus loin). 

1.2 Origine des anomalies dans les cancers 

Les pertes ou gains de chromosome entier peuvent s'expliquer par des défaillances des 

voies de contrôle du cycle cellulaire comme par exemple : une dérégulation de la réplication en 

phase S (Stillman et al., 1996), une dérégulation au niveau des différentes phases de la mitose, 

notamment au niveau du fuseau mitotique qui est impliqué dans la ségrégation chromosomique. 

En effet, un point de contrôle empêche l'anaphase de se poursuivre si les chromosomes ne sont 

pas attachés au fuseau (Elledge et al., 1996). Les mécanismes responsables de la séparation 

correcte des chromosomes pendant la division cellulaire sont défectueux dans certaines lignées 

de cancers colorectaux (Orr-Weaver et Weinberg, 1998). La protéine P53, mutée dans près de 

50% des cancers, est impliquée notamment dans un processus qui régule le nombre de 
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centrosomes dans une cellule (Fukusawa et al., 1996). Beaucoup de régulateurs du cycle 

cellulaire sont impliqués dans les cancers par mutation (par exemple P53) ou surexpression (par 

exemple la cycline D), ou par leur perte de fonction (p 16 et p21, inhibiteurs de kinases 

dépendantes des cyclines) (Hunter et Pines, 1994). 

Les anomalies de structure plus complexes pourraient provenir d'une suite d'échecs 

successifs des voies de protection de l'intégrité du génome, en particulier les systèmes de 

reconnaissance et de réparation des cassures chromosomiques qui dépendent du cycle cellulaire. 

Les arrêts du cycle cellulaire et la réparation des dommages à l'ADN nécessitent la coordination 

d'un ensemble de protéines (Hall et Peters, 1996; Morgan et Kastan, 1997). Là encore, P53 joue 

un rôle prépondérant : elle est responsable de 1' arrêt des cellules en phase G 1 du cycle cellulaire, 

permettant ainsi la réparation de l'ADN avant la réplication. P53 est aussi impliquée dans la 

transition G2/M, autre point de contrôle du cycle cellulaire (Levine, 1997). L'expression de P53 

est stimulée en réponse aux agents endommageants 1' ADN (irradiations y et UV, agents 

chimiques ... ) et si l'ADN comporte trop de lésions, P53 active le processus d'apoptose (Levine, 

1997). On ne sait pas comment P53 est activée mais un gène candidat, ATM (gène de 1' Ataxie 

Télangectasie ), détecterait les altérations de 1 'ADN et transduirait un signal à P53 (Barlow et al., 

1996). L'altération du gène A TM produit la perte spontanée de chromosome et une instabilité 

génétique contribuant ainsi à la progression tumorale. Les cellules dépourvues du gène A TM ont 

une réponse retardée et atténuée de P53 aux radiations ionisantes (Xu et Baltimore, 1996), A TM 

n'est donc pas le seul gène intervenant dans l'activation de la voie P53 (Morgan et Kastan, 1997) 

(Figure 1,p 13). 

P53 interviendrait également dans la réplication et la réparation de 1 'ADN notamment par 

l'intermédiaire des produits de deux de ses gènes cibles p211WAFJICIPJ et GADD45 (El-Deiry 

et al, 1994 ; Kastan et al., 1992). P21 est un inhibiteur des kinases dépendantes des cyclines 

(Cdk) dont l'activation bloque l'entrée des cellules en phase S. P21 inhibe aussi l'action du 

PCNA (proliferating cel! nuclear antigen), facteur impliqué dans la réplication et la réparation 

de 1' ADN par excision-resynthèse (Ko et Prives, 1996; Le vine et al., 1997). GADD45 se lie au 

PCNA et provoque un arrêt du cycle cellulaire. P53 pourrait aussi intervenir directement dans les 

processus de réparation et de réplication de 1 'ADN. En effet, elle se fixe in vitro à deux sous

unités hélicases du facteur de transcription basal et de réparation TFIIH (XP-B/ERCC3 et XP

D/ERCC2), P53 reconnaît et se fixe sur les extrémités d'ADN ou les mésappariements (Ko et 

Prives, 1996; Levine et al., 1997). 
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Figure 1 : Représentation schématique du point de restriction en phase G 1 régulé par P53 en 
réponse aux irradiations (d'après Morgan et Kas tan; 1997). 
Les radiations ionisantes provoquent des cassures de l'ADN qui induisent une augmentation du 
taux de protéine P53 (probablement par l'intermédiaire d'ATM). P53 active la transcription de 
ces gènes cibles (gadd45, mdm2, p21, Bax et la cycline G). L'augmentation du taux de p21 
contribue à l'arrêt des cellules en phase G 1 par inhibition des complexes cycline/cdk et donc la 
phosphorylation de leurs protéines cibles comme Rb. Rb se fixant à la famille de facteurs de 
transcription E2F empêche 1 'activation de la transcrition de leurs gènes cibles, requise pour la 
progression en phase S : les cellules restent en phase G 1. Le rôle de la cycline G et de Gadd45 
dans ce processus ne sont pas encore connu. L'augmentation de 1 'expression de Bax pourrait 
intervenir dans 1' induction de 1' apoptose dans certaines cellules. 
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En ce qui concerne les anomalies du système lymphoïde une défaillance du système de 

recombinaison V(D)J est en cause, avec en plus d'autres mécanismes plus généraux (voir 

chapitre II). 

1.3 Les translocations chromosomiques dans les leucémies et les lymphomes 

Les anomalies chromosomiques les mieux étudiées proviennent en grande majorité des 

hémopathies malignes. Il existe deux catégories d'anomalies (Johansson et al., 1995): 

- les anomalies primaires, qui sont présentes dès le diagnostique et tout au long de 

la maladie. Ces réarrangements sont d'une grande valeur diagnostique car spécifiques d'une 

pathologie donnée et parce qu'ils sont très certainement à l'origine du développement tumoral, 

au moins aux stades précoces de son évolution. Dans les lymphomes-non-Hodgkinien, les 

anomalies primaires les plus fréquentes intéressent les gènes d'immunoglobulines (Ig). 

- les anomalies secondaires, qui peuvent apparaître au cours de la progression 

tumorale et s'ajoutent à une anomalie primaire. Elles sont responsables du phénomène 

d'évolution clonale de la tumeur en constituant des sous-clones. Porteurs de la même anomalie 

primaire mais différents par leurs anomalies secondaires, ceux-ci sont susceptibles d'apporter un 

avantage soit prolifératif, soit de résistance, soit de survie à la tumeur. Les anomalies secondaires 

présentent donc un intérêt pronostique majeur. 

Parmi les anomalies primaires, les translocations ont été les mieux caractérisées au niveau 

chromosomique d'une part, par la cytogénétique, mais surtout au niveau de l'ADN, par les 

études de génétique moléculaire. Le clonage des translocations a été d'un apport majeur pour la 

compréhension des mécanismes oncogènes résultants de ce type d'anomalie. 

Les translocations ont deux principales conséquences : soit la juxtaposition du gène d'un 

récepteur T (TCR) ou d'un gène d'Ig à proximité d'un proto-oncogène qui se trouve alors activé, 

soit la formation d'un gène de fusion codant une protéine hybride (BCRIABL dans la leucémie 

myéloïde chronique (LMC), PML-RARa dans la leucémie aiguë promyélocytaire (LAP)). Ce 

type de translocation existe aussi dans certains cas de tumeurs solides (par exemple : la 

translocation t(2;13) dans le rhabdomyosarcome qui fusionne PAX3 et FKHR) (Rabbitts, 1994; 

Look, 1995). Les gènes impliqués dans les translocations sont des gènes contrôlant les processus 

de régulation de la cellule. La dérégulation de 1' expression génique peut se situer à tous les 

niveaux de la transduction des signaux reçus par la cellule, depuis les récepteurs membranaires 
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jusqu'à la transcription. Les gènes cibles des translocations dans les leucémies et les lymphomes 

sont très souvent des facteurs de transcription soulignant 1' importance de leur fonction dans le 

développement, la prolifération et la différenciation des cellules (Rabbitts, 1994; Look, 

1995& 1997). 

Dans les lymphomes, on observe le plus souvent l'activation d'un oncogène suite à une 

translocation intéressant le locus des gènes d'lg. Le gène cible de la translocation est alors placé 

sous contrôle d'une séquence activatrice forte (enhancer des Ig) et éloigné de ses régions 

régulatrices propres. 

II - Recombinaison V(D)J et autres mécanismes impliqués dans les translocations 

chromosomiques 

11.1 La recombinaison des gènes des récepteurs Tet B 

11.1.1 Mécanisme de la recombinaison V(D)J 

Les gènes codant les Ig et les TCR sont assemblés pendant le développement des 

lymphocytes B et T par une suite d'événements de recombinaison site-spécifique au niveau des 

segments V (variable), J (jonction) et parfois D (diversité) des gènes des chaînes d'lg, afin de 

constituer un gène fonctionnel (figure 2A, p 16). Ce processus appelé recombinaison V(D)J 

permet la production d'anticorps ou de TCR d'une très grande diversité (diversité combinatoire), 

accrue par des délétions ou additions aléatoires de nucléotides au cours de la réunion des 

segments V -J (diversité jonctionnelle) (Smider et Chu, 1997). 

La recombinaison V (D )J s'effectue par la reconnmssance de séquences signal de 

recombinaison (RSS) flanquant les différents segments V, D et J des gènes d'Ig. Les RSS sont 

constituées des séquences conservées (heptamères: CACAGTG et nonamères: ACAAAAACC) 

séparées par une région non conservée de 12 ou 23 nucléotides appelé espaceur (spacer). La 

recombinaison ne peut avoir lieu qu'entre des segments flanqués par des séquences signal qui 

diffèrent par la longueur de 1 'espaceur (van Gent et al., 1996). La recombinaison V(D)J fait appel 

aux protéines RAG-1 et RAG-2 (recombinase activating gene) dont l'expression est corrélée à 

1' activité recombinase dans les cellules. 
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Figure 2: (A) Représentation schématique du processus de recombinaison du locus humain des 
lgH. La jonction D à J est suivi de la recombinaison V à DJ. Chaque rectangle représente un 
segment V, D, ou J. (B) Les différentes étapes de la recombinaison V(D)J. Les triangles 
représentent les séquences signal de recombinaison (RSS) et les rectangles, les séquences 
codantes. Les protéines RAGl et RAG2 effectuent un clivage de l'ADN à la limite des séquences 
signal et codante. Les séquences codantes forment une épingle à cheveux qui est clivée, les 
extrémités des séquences codantes et des séquences signal sont liguées par les protéines 
impliquées dans la réparation des cassures double brin de l'ADN. 
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Les souris dont les gènes RAG-1 et RAG-2 sont inactivés ne possèdent pas de lymphocytes B ou 

T matures, conséquence de l'absence de recombinaison V(D)J (Mombaerts et al, 1992; Shinkai 

et al, 1992). De plus, 1' activité de ces deux seules protéines est nécessaire et suffisante à la 

recombinaison V(D)J in vitro (Ramsden et al., 1997). 

La recombinaison V(D)J est initiée par une cassure double brin de l'ADN à la jonction 

des segments codants et des séquences heptamères. Les extrémités des segments codants d'une 

part et les extrémités des séquences signal d'autre part sont liguées pour former respectivement 

une jonction codante et une jonction signal (ou jonction des signaux) (figure 2B, p 16). La 

jonction des séquences codantes s'accompagne de modification de nucléotides : délétion par une 

exonucléase, addition de nucléotides provenant de l'activité de 1 'enzyme T dT (terminal 

deoxynucleotide transferase) ou insertion d'élément palindromique P. La jonction des 

heptamères est au contraire très précise et fidèle (Desiderio et al., 1996; Smider et Chu, 1997). 

La cassure double brin de l'ADN s'effectue en deux étapes après que les protéines RAG 

aient reconnu les séquences signal : 

- RAG 1 et RAG 2 hydrolysent la liaison phosphodiester en 5' de l'heptamère 

d'un des brins d'ADN, 

- RAG 1 et RAG 2 couplent l'extrémité 3'0H formée coté segment codant, au 

pont phosphodiester du RSS de l'autre brin par transestérification. Cette réaction s'accompagne 

de la formation de structures en épingle à cheveux aux extrémités des séquences codantes tandis 

que les extrémités des séquences signal sont franches et phosphory1ées en 5' (Desiderio et al., 

1996; Smider et Chu, 1997). 

Les extrémités en épingle à cheveux des séquences codantes sont ouvertes et couplées 

pour former la jonction codante; les séquences signal quant à elles, sont liguées bout à bout en 

jonction signal. La jonction des différents segments fait intervenir les protéines XRCC4, 5, 6 et 7 

impliquées dans les mécanismes de réparation des cassures d'ADN double brin (Desiderio et al., 

1996; Ramsden et al., 1997; Smider et Chu, 1997). La mutation des gènes XRCC4, 5, 6 et 7 est 

associée à une hypersensibilité aux radiations ionisantes et à l'incapacité d'effectuer une 

recombinaison V(D)J. XRCC7 correspond au locus scid chez la souris, les souris mutées dans ce 

locus n'ont pas de lymphocytes T et B fonctionnels suite à l'incapacité d'effectuer une 

recombinaison V(D)J et elles présentent un défaut de réparation des cassures double brins ainsi 

qu'une hypersensibilité aux rayons y (Biedermann et al., 1991; Hendrickson et al., 1991). XRCC 
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7 code une sous-unité catalytique d'une protéine kinase dépendante de l'ADN (DNA-PKcs) 

(Blunt et al., 1995). XRCC5 et 6 constituent respectivement les deux sous-unités p86 et p70 de 

1' antigène Ku qui fixe les extrémités d'ADN issues de cassure et s'associe à DN A-PK dont il est 

la composante catalytique et régulatrice (Smider et Chu, 1997). XRCC4 est aussi impliquée dans 

la réparation des cassures double brin et la recombinaison V(D)J (Li et al., 1995). XRCC4 et 5 

sont nécessaires à la formation des jonctions signal et codantes, DNA-PK participe également à 

la résolution des épingles à cheveux. Un modèle a été proposé selon lequel la réaction de 

jonction des extrémités des segments serait effectué par un mécanisme semblable à celui de la 

réparation des cassures double brin de l'ADN (Smider et Chu, 1997). Les protéines HMG 1 et 2 

pourraient avoir un rôle important dans la recombinaison V(D)J car elles stimulent le clivage et 

la fixation des protéines RAG sur l'espaceur et sont capables, associées à la chromatine, de 

tordre l'ADN (van Gent et al., 1997). 

II.1.2 Régulation du système de recombinaison V(D)J 

Une régulation stricte de la recombinaison V(D)J est nécessaire pour assurer la 

production de récepteurs B et T fonctionnels et pour protéger l'intégrité du génome. La 

recombinaison V(D)J peut être régulée à différents niveaux : au niveau du tissu lymphoïde, au 

niveau de la lignée cellulaire B ou T (le locus TCR reste non réarrangé dans les cellules B, il en 

est de même pour le locus Ig dans les cellules T), au niveau du stade de différenciation du 

lymphocyte (pro géniteur ou cellule mature) et au niveau chronologique: dans les cellules B la 

chaîne lourde est réarrangée en premier, les réarrangements des segments DH-JH ont lieu avant les 

réarrangements V H-(DJH) puis la chaîne légère est réarrangée, la chaîne kappa avant la chaîne 

lambda (Schlissel et Stanhope-Baker, 1997). 

L'expression des gènes RA G 1 et 2 est limitée aux lymphocytes immatures et corrélée à 

l'activité de la recombinaison V(D)J. La régulation de l'expression des gènes RAGJ et 2 est donc 

responsable de la spécificité du tissu et du stade de différenciation. Mais le contrôle précis de la 

transcription de ces deux gènes n'est pas connu (Gellert, 1997). L'expression de RAG2 est 

régulée au cours du cycle cellulaire, la protéine RAG-2 s'accumule en GO-G 1 puis disparaît 

brutalement avant l'entrée en phase S et reste indétectable jusqu'en phase M. La dégradation 

rapide de la protéine RAG-2 proviendrait de sa phosphorylation en Thr-490 par une kinase 

cycline dépendante. Contrairement à RAG2, le taux de protéine RAG 1 est stable pendant le cycle 
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cellulaire. La recombinaison V(D)J pourrait donc être restreinte à la phase G 1 du cycle cellulaire 

(Desiderio et al., 1996). 

D'autres mécanismes doivent intervenir pour contrôler le ciblage de la recombinaison 

V(D)J et pour expliquer la recombinaison préférentielle de certains segments ou l'exclusion 

allélique. Plusieurs hypothèses ont été évoquées : la transcription des gènes d'Ig et TCR, la 

conformation chromatinienne, la méthylation des ilôts CpG des loci Ig/TCR, l'activité des 

enhancers de ces mêmes loci et les interactions protéines/protéines (Stewart et Swartz, 1994; 

Schlissel et Stanhope-Baker, 1997). L'activité de la recombinase est en partie régulée par la 

structure de l'ADN. Plusieurs des mécanismes annoncés agiraient de concert : une corrélation 

entre transcription et réarrangement des gènes d'Ig a été établie, les enhancers requis pour 

l'activation de la transcription des gènes d'Ig et TCR sont impliqués dans la régulation de 

l'accessibilité des loci mais les facteurs fixant l'ADN qui médient ces effets sont à identifier 

(Schlissel et Stanhope-Baker, 1997). 

La recombinaison V(D)J faisant intervenir des protéines impliquées dans la réparation des 

cassures double brin, il est également très probable que ces deux processus soient co-régulés. Le 

clonage du gène codant la DNA-PK a montré son appartenance à la famille des PI3K 

(phosphatidyl-inositol 3 kinases) qui comprend notamment ATM et d'autres protéines comme 

TELl chez la levure, contrôlant les dommages à l'ADN (Gellert, 1997; Danska et Guidos, 1997). 

P53 n'intervient pas directement dans la recombinaison V(D)J mais elle est responsable de 

l'apoptose des thymocytes des souris scid en raison de la présence anormale d'intermédiaires de 

recombinaison avec cassures double brin (Guidos et al., 1996). Les souris scid dépourvues du 

gène P53 développent rapidement des lymphomes ou leucémies à cellules pré-T ou pro-B, donc 

la persistance d'intermédiaires de recombinaison V(D)J pourrait augmenter le risque d'une 

instabilité génomique et donc d'une transformation des progéniteurs des lymphocytes (Guidos et 

al., 1996). 

La recombinaison V(D)J est le seul réarrangement d'ADN site spécifique programmé 

connu chez les vertébrés mais il n'est pas infaillible : environ 40% des réarrangements sont 

improductifs car ils n'ont pas de cadre de lecture ouvert (Kirsch et Lista, 1997). Des trans

réarrangements ou réarrangements inter-locus existent tel que celui d'une inversion du 

chromosome 14 qui juxtapose un segment variable du locus des IgH à un segment de jonction du 

locus TCRa (Kirsch et Lista, 1997). Les gènes d'Ig ou du TCR ne sont pas les seules cibles 

possibles de ces erreurs. En effet, certaines translocations comme la t( 14; 18) peuvent se produire 

occasionnellement dans les cellules lymphoïdes d'individus sains (Limpens et al., 1996). 
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L'analyse des séquences de nombreux points de translocation a permis de retrouver des 

séquences identiques ou proches des séquences heptamère/nonamère ou des additions/délétions 

de nucléotides (séquences N ou P) à proximité des points de cassure suggérant que ces anomalies 

pouvaient provenir d'erreur de recombinaison ou d'une recombinaison illégitime (Lewis et al., 

1997). Cette hypothèse a été évoquée pour les translocations t(8;14), t(1l;14) et t(l4;18) 

impliquant les gènes MYC, BCL-1 et BCL-2 (Morse et al., 1989; Tsujimoto et al., 1985). 

11.1.3 Recombinaison des gènes d'Ig lors de la commutation de classe 

Un autre type d'erreur peut se produire lors de la commutation isotypique au niveau du 

locus des gènes d'IgH. Ce processus a lieu dans les lymphocytes matures des centres germinatifs 

des follicules lymphoïdes, exprimant des Ig de surface de type IgM ou IgD, après contact avec un 

antigène. La commutation de classe implique une recombinaison intrachromosomique qui amène 

les gènes V H à proximité d'un nouveau gène CH après délétion des autres gènes (CI-l, Cù ... ) 

(Coffman, 1993). La conséquence de ce réarrangement est de produire un anticorps de même 

antigénicité mais capable d'interagir avec d'autres effecteurs (molécules du complément, 

récepteurs du fragment FC) (Coffman, 1993). La commutation de classe nécessite des signaux de 

recombinaison spécifiques : les séquences de commutation ou switch, situées en 5' de chaque 

segment constant de la chaîne lourde d'Ig (sauf Cù) (Coffman, 1993; Harriman et al., 1993). Une 

recombinaison illégitime peut se produire entre les régions switch et d'autres régions non 

homologue sur d'autres chromosomes. Ces séquences ont été aussi mises en évidence à 

proximité de points de cassure de certaines translocations ce qui a permis de dater la genèse de la 

translocation après la recombinaison V(D)J, pendant la commutation de classe. Citons le cas de 

la translocation t(8;14) impliquant le gène MYC et la région switch 1-1 ou a des IgH dans le 

lymphome de Burkitt (Neri et al., 1988). Des mécanismes d'épissage en trans ont lieu dans la 

lignée B BCL1 et aboutissent à la production de deux isotypes d'Ig à la fois (IgM et IgD) 

(Harriman et al., 1993). 

11.2 Autres mécanismes impliqués dans les translocations 

11.2.1 Les séquences Chi 

Les séquences Chi (~ross-over ~ot spot {nstigator) sont des points chauds de 

recombinaison chezE. Coli. Il s'agit d'une séquence conservée 5' GCTGGTGG 3' reconnue par 
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la recombinase/hélicase RecBCD (Ponticelli et al., 1985). Celle-ci crée par son activité nucléase 

une extrémité d'ADN simple brin libre reconnue par la protéine RecA responsable de la 

recombinaison homologue (Bianco et Kowalczykowski, 1997; Anderson et Kowalczykowski, 

1997). Des séquences de type Chi ou Chi-like ont été retrouvées dans les points de cassure Mbr 

(Major breakpoint region) et mer (minor cluster region) impliquant le gène BCL-2 (Jaeger et al., 

1993), mais également au voisinage des segments DH et JH, et à la jonction de nombreux points 

de translocation dont la t(3;11)(q27;q23) impliquant les gènes LAZ3/BCL6 et BOBIIOBFJIOCA

B (Galiègue-Zouitina et al., 1996). Une protéine nucléaire, bp45, se liant spécifiquement à une 

séquence homologue de la séquence Chi a été identifiée (Jaeger et al., 1993). Cette protéine est 

capable de fixer la séquence Chi du Mbr de BCL-2 situé en 18q21 (Jaeger et al., 1993 ). La 

protéine bp45 se lierait à deux sites Chi situés sur deux chromosomes différents et pourrait 

induire une recombinaison entre ces deux chromosomes. Le même groupe a également rapporté 

1' existence dans la lignée ReH de deux facteurs C 1 et C2 capable de fixer une séquence simple 

brin de la partie 5' riche en A et G du mbr du gène BCL-2 (Knapp et al., 1994). Cl se lie 

spécifiquement à la séquence GGGAGG mais aussi GG(X)nGG (n compris entre 2 et 46). 

L'hypothèse proposée est celle d'une protéine reconnaissant les extrêmités GG de cette séquence, 

la formation d'une boucle d'ADN par la séquence entre les sites GG qui pourrait être éliminée 

par clivage (Knapp et al., 1994). La séquence GGGAGG est présente au voisinage de nombreux 

points de cassure sur un seul ou les deux partenaires comme au niveau des deux chromosomes 

impliqués dans la t(15;17), ou encore pour la t(4;11) dans la région du point de cassure du gène 

MLL (Knapp et al., 1994). On ne sait pas si Cl et bp45 sont la même protéine ou coopèrent. 

1!.2.2 La Transline 

Un autre groupe à la recherche de protéines de liaison spécifique à la région Mbr de BCL-

2 a identifié une protéine de 25 kDa appelée BCLF-1 (Aoki et al., 1994). Cette même protéine, 

également nommée Re HF -1, se lie spécifiquement à des séquences situées à proximité des points 

de cassure comme en 8q24 pour la translocation t(8;14) dans le lymphome de Burkitt ou en lp32 

pour la translocation t( 1; 14) dans les leucémies T aiguës. Depuis, la séquence consensus 

reconnue par cette protéine, maintenant appelée Transline, a été identifiée (Aoki et al., 1995). Ce 

motif est composé de la séquence ATGCAG séparée d'une courte distance de la séquence 

GCCC(A/T)(G/C)(G/C)(A/T) ou encore de cette séquence dupliquée en tandem. Ces séquences 

sont trouvées à proximité de points de cassure de plusieurs translocations, dont la translocation 

t(3;14) impliquant le gène LAZ31BCL6 (Aoki et al., 1995). Récemment, le même groupe a 
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montré que la Transline se fixe spécifiquement aux extrémités d'ADN simple brin et qu'elle 

forme une structure en anneau, permettant ainsi sa fixation à l'ADN (Kasaï et al., 1997). Le rôle 

précis de la Transline dans la formation des translocations n'est pas encore connu mais, il 

implique qu'une cassure chromosomique soit effectuée par une nucléase au niveau de la 

séquence consensus avant que la Transline ne se fixe sur l'extrémité simple brin créée (Kasai et 

al., 1997). La Transline pourrait également être impliquée dans la formation de translocations 

dans les tumeurs solides. En effet, elle fixe une séquence à proximité des points de cassure de la 

t(2;13)(q35;q14) associée au rhabdomyosarcome alvéolaire (Chalk et al., 1997). 

11.2.3 Les séquences répétées 

D'autres séquences ont été mises en cause dans la formation des translocations 

chromosomiques: 

Des séquences répétées purine/pyrimidine à proximité de points de cassure feraient 

adopter une conformation Z à l'ADN qui favoriserait les réarrangements en rendant la 

chromatine accessible (Souffler et al., 1993 ). 

Des séquences Alu proches des points de translocations pourraient former des structures 

en épingle à cheveux inter ou intrachromosomique par recombinaison homologue et favoriser 

une translocation (Chen et al., 1989). Dans deux cas de LAL (leucémie aiguë lymphoblastique) 

induite par le traitement, porteurs d'une translocation t( 4; 11), les points de cassure dans la région 

ber du gène MLL se situe dans une séquence Alu (Megonigal et al., 1997). La présence d'autres 

séquences Alu à proximité des points de cassure sur les chromosomes partenaires de 

translocation fait penser que ces séquences sont responsables de ces réarrangements (Megonigal 

et al., 1997). 

Dans le sarcome de Ewing à t(11;22) l'élément LINE-1 inséré au mveau de la 

translocation (Liu et al., 1997) ou des séquences répétées de type mer11 dans une translocation 

t(11;14) variante (Rimokh et al., 1994) pourraient favoriser les réarrangements chromosomiques. 

De même, des séquences rétrovirales endogènes de la famille des THE (transposable-like human 

element) pourraient être à 1' origine d'une translocation t(7; 14) associée à la leucémie 

lymphocytaire B chronique (Wahbi et al., 1997) 

Enfin la méthylation de certaines régions des chromosomes pourrait être impliquée dans 

le processus de translocation. En effet, une région hypométhylée de 600 pb a été identifiée dans 

le M-bcr du gène BCR dans les cellules hématopoïétiques. Cette région est anormalement 

méthylée chez 40% de patients atteints de LMC (Litz et al., 1996). 
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11.2.4 Les sites de coupure des topoisomérases II 

Il est reconnu que des agents endommageant l'ADN comme les inhibiteurs de la 

topoisomérase II (Topo II), utilisés en chimiothérapie, peuvent induire des translocations. En 

effet, certains points chauds ont été mis en évidence au niveau de la bande 11 q23 chez les 

patients atteints de leucémie aiguë myéloïde induite (t-AML) par un traitement aux inhibiteurs de 

Topo Il. Le plus souvent, le gène MLL est interrompu par des points de cassure localisés dans 

une région de 8,3 kb (ber), ceux-ci seraient provoqués par les inhibiteurs de Topo II en 

conjonction avec des erreurs des mécanismes de réparation de l'ADN (Felix et al., 1995; Aplan 

et al., 1996). Ces points de cassure pourraient aussi être liés à un stade initial de l' apoptose où se 

produisent des fragmentations d'ADN (Stanulla et al., 1997). 

II.3 Mécanismes généraux de réparation des cassures double brin 

La recombinaison V(D)J fait appel à plusieurs facteurs intervenant dans le processus de 

réparation de l'ADN comme la DNA-PK. La recombinaison V(D)J peut donc être considérée 

comme un processus physiologique qui génère des altérations de l'ADN et qui pourrait 

déclencher les voies de réparation des cassures de l'ADN (DNA damage checkpoints) (Danska et 

Guidos, 1997). 

La cellule possède des mécanismes de contrôle qui détectent quand l'ADN est 

endommagé et induisent sa réparation, et, notamment en cas de cassure double brin, qu'elle soit 

d'origine endogène ou exogène (induite par le rayonnement). Généralement le processus de 

réparation passe par un ralentissement ou un arrêt de la progression du cycle cellulaire au niveau 

des transitions G 1-S ou G2-M qui constituent des points de contrôle, puis la réparation ou 

l'apoptose. Les mutations qui affectent ces points de contrôle sont associées à une sensibilité aux 

radiations ionisantes et à une instabilité génétique (par exemple le gène ATM muté dans l'Ataxie 

Télangiectasie ou les gènes XRCC). A TM pourrait jouer le rôle de «détecteur» d'anomalies et 

transmettrait un signal à P53, «gardienne du génome», qui intervient en tant qu'effecteur en 

arrêtant la progression du cycle cellulaire induisant ainsi la réparation ou l'apoptose (Weaver, 

1995; Morgan et Kastan, 1997). 

Chez l'Homme, on sait assez peu de chose des mécanismes de réparation mais les 

homologues humains des gènes de la famille RAD52, impliqués dans la réparation des cassures 

d'ADN double brin chez la levure, pourraient intervenir (Friedberg, 1995). L'un de ces gènes, 
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RAD 51 est l'homologue de Re cA d' E. Coli impliqué dans la recombinaison homologue et la 

réparation au cours des réponses de type SOS (Friedberg, 1995). Il apparaît que P53 se lie in 

vitro à RecA et à RAD 51 (chez la levure) (Stürzbecher et al., 1996). Les protéines BRCA 1 et 2 

auraient un rôle dans la réponse aux endommagements de l'ADN. En effet, RAD51 se lie aux 

protéines BRCA 1 et 2 et les souris RAD51-I- et BRCA2-1- présentent des phénotypes très 

semblables d'hypersensibilité aux irradiations et une forte mortalité embryonnaire (Zhang et al., 

1998). Les protéines BRCA 1 et RAD 51 co-localisent au niveau des complexes synaptonémaux, 

jonctions entre les chromosomes méiotiques nécessaires à la recombinaison homologue (Kinzler 

et Vogelstein, 1997). Les souris porteuses d'un gène BRCA2 tronqué présentent un retard de 

croissance et une durée de vie plus courte; celles qui atteignent l'âge adulte développent des 

lymphomes au niveau du thymus (Zhang et al., 1998). De plus, les cellules de ces souris 

présentent spontanément de nombreuses anomalies chromosomiques comprenant des cassures de 

chromatides, reflet d'un défaut d'échange de chromatide pendant la recombinaison mitotique 

(Zhang et al., 1998). La prolifération lente de ces cellules pourraient provenir de l'augmentation 

des taux de P53 et P21 observée (Zhang et al., 1998). L'ensemble de ces données suggèrent que 

BRCA2, comme RAD 51, est impliquée dans la réponse aux altérations de l'ADN, plus 

particulièrement dans le contrôle de la ségrégation chromosomique et/ou dans la réparation de 

l'ADN. 

L'expression nucléaire de RAD 51 est induite dans les lymphocytes B au cours de la 

commutation isotypique de classe (Li et al., 1996). RAD51 pourrait donc intervenir à la fois dans 

la réparation des cassures d'ADN double brin et dans les recombinaisons lors de la commutation 

d'isotypes des gènes d'Ig. 

III- LES L YMPHOMES-NON-HODGKINIENS 

111.1 Classification 

Les cellules tumorales dérivent de cellules normales qui ont subi une série d'altérations 

génétiques irréversibles. Le résultat final de ces processus est celui d'une cellule capable de 

proliférer indéfiniment et d'échapper aux mécanismes de contrôle physiologique. En général, les 

cellules cancéreuses gardent quelques caractéristiques morphologiques et/ou phénotypiques des 

cellules normales dont elles dérivent. 

Les lymphomes-non-Hodgkiniens (LNH) constituent un ensemble hétérogène de tumeurs 

du tissu lymphoïde. Cette diversité provient des multiples fonctions des cellules lymphoïdes et 
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des processus complexes de leur différenciation. Cette hétérogénéité tant au plan clinique. que 

cytologique ou immunologique explique rexistence de plusieurs classifications différentes : 

(i) la première classification établie est celle de Rappaport, plutôt descriptive, basée sur 

les caractéristiques histologiques et cytologiques des cellules tumorales, 

(ii) la classification de Kiel-Lennert, qui relie les différents groupes de lymphomes à leur 

équivalent normal dans le système lymphoïde dont ils émergent, 

(iii) la Working Formulation qui repose sur des critères morphologiques et cliniques, elle 

regroupe les lymphomes selon leur historique, leur réponse à la thérapie et leur survie globale, 

(ij) la REAL classification (Revised European American Lymphoma) qui a été récemment 

élaborée en tenant compte à la fois des critères morphologiques, immunologiques et génétiques 

(Harris et al., 1994). 

La REAL classification distingue 3 grandes classes de lymphomes : les lymphomes de la 

lignée B, ceux de la lignée T et la maladie de Hodgkin. (pour les lymphomes B, voir tableau 1, p 

23 d'après Hiddeman et al., 1996). 

Selon des études effectuées aux USA, l'incidence des LNH est en augmentation constante 

d'environ 3 à 4 % par an depuis les années 70, plus rapidement que les autres cancers à 

l'exception des mélanomes et du cancer du poumon chez les femmes (Devesa et Fears, 1992). 

Cette augmentation touche principalement les sujets âgés et les habitants des zones rurales ainsi 

que les sujets de 25-44 ans chez qui elle est liée aux LNH associés au SIDA. Cette augmentation 

provient en partie d'un meilleur diagnostique, de la survie plus longue des sujets et de facteurs 

environnementaux (Devesa et Fears, 1992). 



Kiel Classification 
Law-Grade Lymphamas 

B-cell chronic lymphocytic 
leukemia 
B-cell prolymphocytic leukemia 
Lymphoplasmacytoid 
Immunocytoma 

Working Formulation 
Law-Grade Lymphamas 

Smalllymphocytic L. consistent 
with CLL 

Lymphoplasmacytoid 
L./immunocytoma 
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REAL Classification 

B-cell chronic lymphocytic 
leukemia 

Smalllymphocytic L. 

Lymphoplasmacytoid 
Immunocytoma 

B-cell prolymphocytic leukemia 
Smalllymphocytic, plasmacytoid L. Lymphoplasmacytoid L 

Smalllymphocytic L. 
Monocytoid L., including marginal Smalllymphocytic L. 
zone 

Hairy cell leukemia 
Plasmacytic L. 
Centrobastic/centrocytic L., 
follicular 
Centrobastic/centrocytic L., 
follicular 

Smalllymphocytic L. 

Plasmacytoma 
Follicular L. predominantly small 
cleaved cell 
Follicular L. mixed small and large 
cell 

lntermediate-Grade Lymphamas 

Centrobastic L. , follicular Follicular L. predominantly large 
cell 

Centrobastic/centrocytic L., diffuse Diffuse L. small cleaved cell 
Diffuse, mixed small and large cell 
L. 

Centrocytic L. 

High-Grade Lymphamas 

Centroblastic L. 

B-immunoblastic L. 
B-large cell anaplastie L.(Ki-1 +) 
Burkitt's L. 

Lymphoblastic L. 

Diffuse L. small cleaved cell 

Diffuse, large cell L. 

High-Grade Lymphamas 

Diffuse large cell immunoblastic L. 
Diffuse large cell immunoblastic L. 
Small non-clived, Burkitt's L. 
Small non-clived, non-Burkitt's L. 
Lymphoblastic L. 

Extranodal marginal zone B-cell L. 
Nodal marginal zone B-cell L. 

Splenic marginal zone B-cell L. 
Hairy cellleukemia 
Plasmacytoma/Myeloma 
Follicle center L., follicular, grade I 

Follicle center L., follicular, grade II 

Follicle center L., follicular, grade 
III 
Follicle center L., diffuse, small cell 

Mantle cell L. 

Diffuse, large B cell L. 

Diffuse large B cell L. 
Diffuse large B cell L. 
Burkitt's L. 
High grade B-cell L., Burkitt-like 
B-precursor lymphoblastic L. 

Tableau 1 :Résumé des principales classifications des LNH de la lignée B. D'après Hiddemann et al., 
1996. 
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La plupart des LNH sont caractérisés par des anomalies chromosomiques multiples et 

plus complexes que celles observées dans les leucémies, avec souvent des anomalies de nombre 

et de structure. Une étude américaine sur 434 cas de LNH, sur une période de 5 ans, a permis de 

corréler un certain nombre d'anomalies chromosomiques récurrentes avec le type histologique, le 

grade et la transformation des LNH (Offit et al., 1991 ). Les translocations récurrentes les plus 

fréquentes sont les suivantes: t(l4;18)(q32;q21) (29%), t(8;14)(q24;q32) (14,7%), 

t(ll;14)(ql3;q32) (3%), suivies des translocations t(3;22)(q27;qll) (2,8%) et t(2;5)(q23;q35) 

(1%) et enfin la t(l ;6)( q21 ;q25) (0, 7%) (Offit et al., 1991 ). Elles impliquent le plus souvent les 

gènes d'Ig (IGH en 14q32, IGL en 22ql1) et les oncogènes BCL2 en 18q21, MYC en 8q24, 

CCNDI en 11ql3, LAZ3/BCL6 en 3q27, NPM (nucléophosmine) en 5q35 et ALK (anaplastie 

lymphoma kinase) en 2p23. D'autres aberrations chromosomiques récurrentes, distinctes des 

translocations, ont été également observées. Il s'agit d'anomalies structurales et numériques 

telles que les anomalies en 1q21-23 (17%), les cassures en 6q21-25 (14%), 1p32-36 (13%) et les 

trisomies 7 et 12 dans plus de 10% des cas (Offit et al., 1991). Il existe une corrélation entre 

certaines anomalies : par exemple la trisomie 18 est associée à la trisomie 3. Il n'existe pas de 

différence significative entre les 5 anomalies chromosomiques citées plus haut et le degré de 

malignité des tumeurs. En revanche, certaines translocations réciproques sont associées avec le 

grade de la tumeur: la translocation t(14;18) est présente dans 17,7% des lymphomes de grade 

intermédiaire et de haut grade contre 54,6% dans ceux de bas grade (Offit et al., 1991). 

Selon une étude plus récente, la probabilité d'aquérir de nouvelles anomalies 

chromosomiques est identique quelque soit la malignité du lymphome et l'acquisition 

d'anomalies progresse avec l'agressivité de la maladie. Chez les patients porteurs d'une t(l4;18), 

les anomalies les plus courantes acquises entre la phase précoce et tardive de la maladie sont la 

trisomie 7 et der(l8) (Whang-Peng et al., 1995). Chez les patients sans t(l4;18), une délétion en 

6q présente en phase précoce ou tardive est associée à une survie plus courte. Les anomalies 

secondaires observées sur l'ensemble de ces patients sont associées à une faible survie mais sont 

plus fréquentes chez les patients avec t(l4; 18) (19/22 contre 11121 ). Les anomalies du 

chromosome 1 sont détectées dans près de 50% des cas, avec une prédominance de cassures en 

lq21-22 et lp36 (Whang-Peng et al., 1995). 

Une autre étude s'est plus particulièrement intéressée aux types d'anomalies secondaires 

et leur fréquence afin d'établir leur corrélation avec les anomalies primaires, le sous-type 

morphologique et le degré de malignité des LNH (Johansson et al., 1995). Les anomalies 

secondaires qui surviennent (addition ou perte de chromosomes, duplication et délétion) sont le 
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plus souvent +X, -Y, dup(lq), del(6q), +7 et +12. L'incidence de ces anomalies varie entre les 

lymphomes B et T (78% contre 55%) mais également au sein de sous-groupes porteurs d'une 

même anomalie primaire ou de sous-groupes histologiques (Johansson et al., 1995). Il apparaît 

que le type d'anomalies secondaires est semblable au sein d'un sous-groupe de LNH porteur 

d'une même anomalie primaire suggérant que celle-ci déterminerait les événements secondaires. 

Leur étude est donc d'un intérêt clinique évident car elles sont associées à la progression de la 

malignité (Johansson et al., 1995). 

111.2 Les lymphomes dérivés des centres germinatifs chez l'Homme. 

Parmi les lymphomes à cellules B, les lymphomes dérivés des centres germinatifs nous 

intéressent plus particulièrement. 

Les cellules B néoplasiques expriment divers marqueurs de surface B spécifiques ce qui 

permet de les classer et d'identifier leurs cellules précurseurs. Ceci est particulièrement vérifié 

pour les lymphomes dérivés des centres germinatifs dont les cellules ressemblent aux cellules 

lymphoïdes normales dont elles dérivent. Ces lymphomes dérivent de cellules B qui ont subi le 

réarrangement des gènes des chaînes lourdes et légères d'Ig. L'analyse de l'expression des Ig de 

surface des lymphomes folliculaires montre que plus de 50% expriment des IgM et peu d'IgD. 

La fréquence observée de la commutation de classe des gènes des chaînes lourdes d'Ig tend à 

prouver que 1 'origine de ces cellules est bien le centre germinatif (Tsiagbe et al., 1996). Comme 

son nom l'indique, le lymphome centrofolliculaire (FCL : follicular center cells lymphoma) est 

composé de cellules du centre du follicule, mélange de centrocytes et centroblastes (voir chapitre 

IV). On distingue les lymphomes à petites cellules (avec moins de 25% de centroblastes), les 

lymphomes mixtes (mélange de cellules) et les lymphomes à grandes cellules (avec plus de 50% 

de centroblastes. Le FCL atteint préférentiellement les adultes et constitue près de 40% des LNH 

aux USA) (Harris et al., 1994; Tsiagbe et al., 1996). 

L'analyse de la séquence des régions variables des gènes d'lg des cellules de lymphome 

diffus à grande cellules a montré la présence de mutations somatiques dans tous les gènes VH et 

VA (Küppers et al., 1997). Ces mutations sont caractéristiques du processus d'hypermutation 

somatique qui a lieu dans les centres germinatifs (CG) et identifie les cellules des CG et leurs 

descendants comme les précurseurs des clones B malins (Küppers et al., 1997; voir chapitre IV). 

D'autres critères de distinction interviennent également pour classer les lymphomes 

puisque la plupart sont associés à la présence de translocations chromosomiques caractéristiques. 
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70 à 95% des cellules des lymphomes centrofolliculaires présentent une translocation t( 14; 18) 

(q32;q21) impliquant le gène BCL-2 et le locus des chaînes lourdes d'Ig. Cette translocation a 

lieu à un stade précoce du développement des cellules B, pendant le réarrangement des Ig (Harris 

et al., 1994). Cette anomalie aboutit à la dérégulation du gène BCL-2 conduisant à une 

surexpression de sa protéine. BCL-2 est impliquée dans les processus de survie de la cellule; sa 

propriété anti-apoptotique pourrait permettre la survie des cellules néoplasiques ainsi que le 

développement du lymphome folliculaire. En effet, l'expression de BCL-2 est régulée 

négativement dans les cellules normales des centres germinatifs contrairement aux cellules B et 

T quiescentes, aux cellules du lymphome folliculaire à petites cellules clivées et à la grande 

majorité des cellules du lymphome diffus à grandes cellules qui surexpriment BCL-2 (Tsiagbe et 

al., 1996). Etant donné que BCL-2 n'a pas de propriété transformante proprement dite, la 

transformation de ces cellules nécessite d'autres altérations génétiques. Notamment, le passage 

des lymphomes de bas grade à haut grade est associé à la perte de fonction du gène P53 (Kluin et 

al., 1997). La transformation peut aussi se produire après acquisition d'une translocation 

supplémentaire comme la t(8; 14) qui juxtapose le gène MYC avec les régions régulatrices des 

gènes des chaînes lourdes d'lg. D'autres translocations, impliquant le gène LAZ3/BCL6 en 3q27, 

sont observées dans environ 40% des lymphomes diffus et dans 5 à 10% des lymphomes 

folliculaires. La protéine LAZ3/BCL6 est notamment fortement exprimée dans les centres 

germinatifs et apparaît comme primordiale pour leur formation. Ceci laisse supposer un rôle 

important de ce gène dans le processus de transformation des lymphomes dérivant des centres 

germinatifs (Tsiagbe et al., 1996; Kluin et al., 1997). 

111.3 Les gènes impliqués dans les lymphomes B 

Comme les autres hémopathies malignes, les LNH sont porteurs d'anomalies génétiques 

acquises. La majorité d'entres elles concernent les gènes d'Ig et les oncogènes MYC en 8q24, 

BCL2 en 18q21 ou CCNDJ en llq23, les plus fréquemment touchés. 

III.2.1 Le gène MYC 

Le lymphome de Burkitt est caractérisé par la présence de la translocation 

t(8;14)(q24;q32), la plus fréquente ou de deux translocations variantes : t(2;8)(p12;q24) et 

t(8;22)(q24;q11). Parallèlement à la caractérisation de ces translocations, les gènes d'Ig ont été 

localisés en 14q32 pour les gènes des chaînes lourdes, en 2p12 pour les gènes des chaînes légères 



30 

K et en 22q Il pour les gènes des chaînes légères À. L'hypothèse que ces trois translocations 

impliquaient le même gène en 8q24 a été confirmée par leur clonage qui a démontré que ce gène 

était MYC (homologue de l'oncogène viral v-mye) (Croce, 1991). Après translocation, le gène 

MYC se trouve sous le contrôle des séquences enhancers des Ig. Il s'agit du premier exemple de 

facteur de transcription activé par translocation chromosomique. La protéine MYC est un facteur 

de transcription à motifs bHLH (basiclhelix-loop-helix) et leucine zipper (LZ), capable de se 

fixer spécifiquement sur les séquences d'ADN de type CAC(A/G)TG. MYC forme des 

hétérodimères avec MAX, une autre protéine à bHLH/LZ qui elle-même se fixe à l'ADN et aux 

protéines MAD, Mnt ou Mxi-1. Seuls les hétérodimères MYC-MAX sont transcriptionnellement 

actifs (pour revue, Henricksson et Lüscher, 1996). La protéine MYC est impliquée dans des 

processus cellulaires aussi variés que la prolifération, l'apoptose et la différenciation. Elle 

favorise la progression du cycle cellulaire après une stimulation mitogène ou conduit les cellules 

vers l'apoptose si le milieu s'appauvrit par exemple en sérum. L'activation de MYC par 

translocation chromosomique provoque une surproduction de sa protéine. Cette surabondance 

perturbe l'équilibre entre les différents hétérodimères pouvant se former et modifie l'expression 

de ses gènes cibles, favorisant ainsi la transformation maligne des cellules (Henricksson et 

Lüscher, 1996). Il est intéressant de noter à ce sujet que plusieurs des gènes cibles de MYC sont 

impliqués dans la régulation du cycle cellulaire ou de la synthèse protéique. MYC active le gène 

ODC (omithine décarboxylase) et les gènes de la prothymosine a, du facteur eiF-4E, et cdc25A 

par la reconnaissance de sa séquence cible. MYC réprime le gène de la cycline D 1 et les gènes 

CIEBPa, GADD45 mais les mécanismes mis en jeu sont peu connus (Henricksson et Lüscher, 

1996). Le clonage récent d'un autre partenaire de MYC appelé MIZ-1 (MYC !nteracting !::_inc 

finger protein .!_) pourrait apporter de nouveaux éléments (Peukert et al., 1997). MYZ-1 est un 

facteur de transcription à doigt de zinc de la famille BTB/POZ qui active la transcription du gène 

de la cycline Dl et du promoteur majeur tardif de l'adénovirus. Il serait impliqué dans l'arrêt de 

la croissance des cellules. MYC en interagissant avec MIZ-1 bloque l'activité de ce dernier 

(Peukert et al., 1997). 

111.2.2 Le gène BCL2 

Le clonage de la translocation t(l4; 18)( q32;q21) associée au lymphome folliculaire a 

permis d'identifier en 1984, le gène impliqué sur le chromosome 18 qui a été nommé BCL-2 
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pour B cel! leukemiallymphoma 2, par analogie avec le locus BCL-1 impliqué dans la t( 11; 14) 

mais dont le gène n'avait pas encore été cloné (Tsujimoto et al., 1984 ). 

La protéine BCL-2 n'est pas un facteur de transcription mais le chef de file d'une famille 

de protéines impliquées dans la régulation de l' apoptose (Korsmeyer et al., 1992). BCL-2 

protège les cellules de la mort cellulaire programmée, processus qui intervient notamment dans 

la sélection des lymphocytes T dans le thymus et des lymphocytes B dans les centres germinatifs. 

La translocation t(14; 18) qui juxtapose la région de jonction des IgH au gène BCL-2 induit 

l'expression constitutive de celui-ci. Les cellules B normales du follicule non sélectionnées ont 

une diminution d'expression de BCL-2 et meurent par apoptose. Les centrocytes porteurs de la 

t(l4; 18) continuent d'exprimer BCL-2 et sont donc protégés. Il semble qu'ensuite un deuxième 

événement soit nécessaire à la transformation maligne des cellules. En effet, les souris 

transgéniques BCL-2 (donc surexprimant le gène BCL-2) ne développent un lymphome qu'après 

une longue période de latence (McDonnel et al., 1989). Les altérations supplémentaires requises 

à la transformation peuvent consister en l'acquisition d'une translocation t(8; 14), la mutation de 

P53 ou l'altération du gène LAZ3/BCL6 (Korsmeyer et al., 1992; Kluin et al., 1997). 

La protéine BCL-2 est localisée principalement sur la membrane externe de la 

mitochondrie, mais aussi au niveau du réticulum endoplasmique et de 1 'enveloppe nucléaire. Sa 

localisation dans la mitochondrie supposait un rôle dans les processus de phosphorylation 

oxydative, le transport d'électrons de protéines ou d'ions. La fonction précise de BCL-2 n'a été 

élucidée que récemment grâce à l'étude de la structure tridimensionnelle de BCL-XL, un membre 

de la famille BCL-2. Il apparaît que BCL-XL présente des homologies structurales avec des 

toxines bactériennes (toxine diphtérique) qui forment des canaux pour les ions et /ou les 

protéines. BCL-2 est capable in vitro de former ce type de canaux et pourrait effectivement 

participer à des processus impliqués dans l'apoptose tels que la régulation de la perméabilité de 

la membrane mitochondriale et le passage vers le cytoplasme de facteurs apoptotiques (Reed et 

al., 1997; Schendel et al., 1997). 

III.2.3 Le gène CCNDJ 

La grande majorité des lymphomes des cellules du manteau est caractérisée par la 

translocation t(11; 14 )( q 13 ;q32). Plusieurs points de cassure ont été clonés en 1984 et ont été 

localisés en 11q13, région qui a été appelée BCL-1 (B cellleukemia/lymphoma 1) (Tsujimoto et 

al., 1984 ). Le point de cassure sur le chromosome 14 est situé dans la région de jonction des lgH, 
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structure qui rappelle les translocations t(l4;18) et t(8;14) mais la dispersion des points de 

cassure en 1lql3 n'a pas permis d'identifier le gène à proximité. Un gène a été cloné à partir 

d'une inversion du chromosome 11, inv(ll)(p15;ql3), dans les tumeurs de la parathyroïde d"où 

son nom : PRAD1 (parathyroid adenomatosis 1) (Arnold et al., 1989; pour revue Raffeld et 

Jaffe, 1991). Le gène PRAD1/BCL-1/CCND1 est en fait le gène de la cycline Dl (Motokura et 

al., 1991; Komatsu et al., 1994). Les cyclines Dl, D2 et D3 jouent un rôle essentiel dans la 

régulation du cycle cellulaire, en particulier au niveau de la transition des phases G 1-S. La 

cycline Dl forme un complexe avec CDK 4 ou 6, stimule la phosphorylation de RB qui est 

nécessaire à la transition G 1-S. Cette phosphorylation est régulée négativement par des 

inhibiteurs de cycline kinase (p 16, p21 ). Rb non phosphorylée se lie aux facteurs de transcription 

E2F et bloque la transcription de leurs gènes cibles (notamment des gènes de la réplication de 

1' ADN) (Sherr et al., 1994; Hunter et al., 1994 ). 

Généralement, les cellules lymphoïdes normales expriment les cyclines D2 et D3 mais 

pas ou peu la cycline D 1. L'expression constitutive de CCND 1 suite à la translocation 

t(ll;l4)(ql3;q32) dans les lymphocytes B, au stade de maturation (cellules du manteau), pourrait 

leur donner un avantage prolifératif par rapport aux cellules normales et ce en favorisant la 

progression du cycle cellulaire. La translocation t(ll; 14) est aussi associée à une forme atypique 

de leucémie lymphocytaire chronique et au myélome multiple. La cycline D 1 est aussi 

surexprimée dans certains carcinomes par amplification génique (Hall et Peters, 1996). Dans le 

lymphome à cellules du manteau, des anomalies additionelles peuvent survenir comme les 

mutations de P53 et les délétions de pl6 (Kluin et al., 1997). 

IV - LE GENE LAZ3/BCL6 

IV.l Clonage du point de cassure de la région 3q27 et découverte d'un nouveau 

gène 

L'existence d'une nouvelle translocation, la t(3;22), associée aux LNH diffus 

décrite par Offit et al. en 1989 a incité l'équipe de C. Bastard à rechercher une éventuelle 

translocation entre la région 3q27 et les gènes d'Ig. L'analyse rétrospective d'une série de 319 

patients a permis d'identifier chez 15 patients: une translocation principale télomérique, entre les 

chromosomes 3 et 14 impliquant la région 3q27 et les gènes des chaînes lourdes d'Ig, ainsi que 

deux translocations variantes t(3;22) et t(2;3), impliquant les gènes des chaînes légères dans 

respectivement 3 et 2 cas (Bastard et al., 1992). Dans 23 autres cas, des réarrangements 
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chromosomiques ont aussi été mis en évidence entre la région 3q27 et divers chromosomes 

(Bastard et al., 1992). Les translocations impliquant la région 3q27 rappelaient celles de la région 

8q24 impliquant le gène MYC dans le lymphome de Burkitt et laissaient suspecter l'existence 

d'un nouvel oncogène en 3q27. L'analyse par la technique de Southem d'une tumeur montrait 

une bande réarrangée avec une sonde JH (région de jonction du locus des chaînes lourdes d'lg). 

Le criblage d'une banque génomique réalisée à partir de ce même ADN a permis le clonage du 

point de cassure de la translocation t(3; 14 ), de la région correspondante du chromosome 3 

normal et d'étudier l'ADN de 15 autres patients porteurs de réarrangements en 3q27 (Deweindt 

et al., 1993 ). Il s'est avéré que ces translocations sont préférentiellement localisées (dans 13 cas 

sur 15) dans une région de 10 kb (initialement) qui a été appelée M.T.C. pour Major 

Translocation Cluster (Deweindt et al., 1993). Simultanément, deux groupes américains 

obtenaient des résultats similaires à partir de la translocation t(3; 14)( q27;q32) (Baron et al., 1993; 

Ye et al., 1993a). Dans les trois cas, les points de cassure sont localisés dans la région « switch » 

du locus des Ig en 14q32 et dans une région de quelques kb en 3q27. Les deux équipes 

américaines baptisent le locus en 3q27 bcl-6 pour « B cell lymphoma 6» et rapportent également 

l'existence de transcrits issus de ce locus de 11 kb d'une part (Baron et a/.,1993) et de 2,4 et 4,4 

kb d'autre part (Ye et al., 1993a). 

L'ensemble de ces résultats a amené au clonage du nouveau gène localisé en 3q27 par 

l'équipe de J.P. Kerckaert et baptisé LAZ3 pour « lymphoma-associated zinc-jinger gene on 

chromosome 3 » (Kerckaert et al., 1993). Peu après, les travaux d'un groupe américain 

confirmaient ces résultats et rapportaient le clonage d'un nouveau gène en 3q27 appelé BCL-6 

pour « B cell lymphoma gene 6», identique à LAZ3 (Ye et al., 1993b). Cette étude montre 

également une troncature du gène dans 33% des lymphomes diffus à grandes cellules (DLCL). 

Ce pourcentage place ce gène et ses anomalies au premier rang dans ce type de pathologie devant 

celles des gènes MYC et BCL-2 (Ye et al., 1993b ). Quelques mois plus tard, une équipe japonaise 

rapportait le clonage du point de cassure des translocations en 3q27 à partir d'une t(3;22) et le 

clonage du gène BCL-5 qui s'est avéré identique à LAZ3/BCL6 (Miki et al., 1994 a & b ). 

(le gène sera nommé LAZ3 dans le texte pour faciliter la lecture). 

IV.2 Les réarrangements du gène LAZ3/BCL6 

IV.2.1 Implications dans les Lymphomes-non-Hodgkinien 
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Les réarrangements du gène LAZ3 ont été recherchés par l'équipe de Dalla Favera par la 

technique de Southem dans de plus larges panels de patients (Lo Coco et al., 1994). Ils sont 

détectés dans 35,5% des cas de lymphome diffus à composante de grandes cellules (DLLC pour 

diffuse lymphorna with a large cel! component), dans 45% des cas de lymphome diffus à grandes 

cellules (DLCL pour diffuse large B cel! lyrnphorna), dans 10% des cas de lymphome mixte à 

petites et grandes cellules ainsi que dans 6,4% des cas de lymphome folliculaire (Lo Coco et al., 

1994). Les réarrangements du gène LAZ3 sont également détectés dans les LNH associés au 

SIDA, plus spécifiquement dans 20% des DLCL, ce qui constitue la première lésion génétique 

caractéristique de cette pathologie (Gaidano et al., 1994). Une étude sur 102 cas de DLLC 

présente les réarrangements du gène LAZ3 comme facteur pronostique favorable de survie (Offit 

et al., 1994). Toutefois, ces résultats ne sont pas corroborés pour le moment par d'autres équipes. 

Au contraire, l'étude de C. Bastard, réalisée sur 217 patients, montre qu'il n'existe pas de 

corrélation significative entre les réarrangements du gène LAZ3 et l'évolution clinique des 

pathologies concernées (lymphomes folliculaires ou lymphomes agressifs) (Bastard et al., 1994). 

La survie globale des patients atteint d'un lymphome agressif et présentant un réarrangement du 

gène LAZ3 apparaît meilleure que celle des patients sans réarrangement de ce gène. Cette 

différence n'est toutefois pas significative (Bastard et al., 1994). En revanche, les résultats 

statistiques de cette étude ne sont que légèrement différents de celle de Lo Coco et al., puisqu'ils 

montrent que LAZ3 est impliqué dans près de 20% de tous les types de lymphomes à l'exception 

des lymphomes lymphocytiques, lymphoblastiques et de Burkitt, avec une fréquence de 37% 

dans les lymphomes B agressifs (DLCL) et 13% dans les lymphomes folliculaires (FL) (Bastard 

et al., 1994) contre 45% des DLCL et 6,4% des FL (Lo Coco et al., 1994). 

L'étude de C. Bastard a également montré que les anomalies en 3q27 ne sont pas 

systématiquement associées au réarrangement du gène LAZ3. En effet, sur 32 patients présentant 

des anomalies en 3q27, 11 n'ont pas de réarrangement dans le MTC, ce qui suppose que ces 

réarrangements ont lieu soit, au niveau d'un gène inconnu très proche soit, plus probablement, en 

dehors de la région MTC du gène LAZ3 (Bastard et al., 1994). Un nouveau point de cassure situé 

environ 150 Kb en 5' du gène LAZ3 vient d'être identifié à partir d'une t(3;14)(q27;q32) (Butler 

et al., 1997). Inversement, sur 39 patients porteurs d'un réarrangement du gène LAZ3, 18 n'ont 

pas d'anomalie cytogénétique visible en 3q27 (Bastard et al., 1994). Ceci laisse supposer que la 

fréquence de ces réarrangements est sous-estimée par l'analyse cytogénétique conventionnelle. 

Sur 32 cas de patients avec anomalie cytogénétique visible en 3q27, 14 patients étaient porteurs 

d'un réarrangement de la région 3q27 impliquant d'autres régions que celles codant les gènes 

d'Ig (Bastard et al., 1994). Les techniques récentes de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) 
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et de CGH (Comparative Genomic in situ Hybridization) vont permettre de mieux évaluer la 

fréquence des réarrangements du gène LAZ3 dans les LNH (Roumier et al., 1997). 

Une autre étude sur 170 patients rapporte des réarrangements du gène LAZ3 dans 28.6% 

des lymphomes diffus agressifs (résultat inférieur à C. Bastard et Lo Coco), dans 17,3% des 

lymphomes folliculaires transformés et dans 14,3% des lymphomes folliculaires (Otzuki et al., 

1995). En revanche, aucun réarrangement n'est observé dans les lymphomes à cellules du 

manteau ou dans les lymphomes à petites cellules non clivées (Otzuki et al., 1995). En plus 

d'une étude des réarrangements du gène LAZ3 par la technique de Southern, une analyse de 

l'expression du gène par Northern blot n'a pas permis d'établir de corrélation entre l'expression 

et le réarrangement du gène LAZ3 puisque les niveaux d'expression et la taille des transcrits sont 

équivalents dans les cas avec ou sans réarrangement du gène (Otzuki et al., 1995). 

IV.2.2 Translocation du gène LAZ3/BCL6 avec les gènes d'immunoglobulines 

Quand les partenaires de translocation du gène LAZ3 sont les gènes d'Ig, Ye et al., 1995 

ont montré qu'il est privé de ses séquences régulatrices et est placé sous contrôle de promoteurs 

ou enhancers d'lg. En effet, dans une lignée cellulaire et dans deux cas de DLCL porteurs d'une 

translocation t(3;14)(q27;q32), impliquant les gènes des chaînes lourdes d'Ig, les points de 

cassure ont été localisés entre la région « switch » (commutation) des IgH et le premier intron du 

gène LAZ3. Le résultat de cette translocation est la juxtaposition d'une partie du locus des lgH en 

amont de la séquence codante du gène LAZ3, et ce dans la même orientation transcriptionnelle. 

Cette configuration permet la transcription de transcrits chimériques Ig-LAZ3 à partir des 

séquences promotrices des gènes d'Ig (1~-t et Iy3). La séquence codante du gène LAZ3 étant 

préservée, la protéine produite est donc normale (Ye et al., 1995). Dans la lignée tumorale 

étudiée, seul 1' allèle porteur de la translocation t(3; 14) est transcrit, 1 'allèle normal restant 

silencieux. Ce résultat semble indiquer que la conséquence de cette translocation est de faire 

exprimer le gène LAZ3 normalement éteint (Ye et al., 1995). La confirmation de ce résultat pour 

les autres translocations et sur d'autres lignées et patients reste cependant indispensable. 

L'existence de transcrits de fusion entre le gène LAZ3 et les gènes d'Ig ont permit de 

rechercher d'autres transcrits par les techniques de RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase 

Chain Reaction) ou RACE (Rapid Amplification of C-DNA Ends) et d'identifier d'autres gènes 

partenaires du gène LAZ3 dans les translocations. 
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IV .2.3 Translocation du gène LAZ3/BCL6 avec d'autres gènes 

Les réarrangements du gène LAZ3 impliquent aussi d'autres régions que celles codant les 

gènes d'Ig. Leur clonage a permis d'identifier d'autres partenaires du gène LAZ3 tels que le gène 

RHO HITTF en 4p13 codant une petite protéine G dont l'expression est spécifique des cellules 

hématologiques (Dallery et al., 1995 & 1997) et le gène TTEIBOBIOBFI en 11q23 codant un 

coactivateur des facteurs de transcription OCTl et OCT2, spécifique des cellules B (Gstaiger et 

al., 1995; Strubin et al., 1995; Galiègue-Zouitina et al., 1996). Plus récemment, un nouveau gène 

des Histones H4 a été identifié en 6p21 à partir de la translocation t(3;6)(q27;p21)(Akasaka et 

al., 1997). L'ensemble de ces réarrangements chromosomiques place le gène LAZ3 sous le 

contrôle d'autres promoteurs et aboutit à la formation de transcrits de fusion. Ainsi, la 

translocation t(3;4)(q27;p13) place le gène LAZ3 sous le contrôle des séquences régulatrices du 

gène RHO H, ce qui permet la transcription en un ARN qui comprend le premier exon de RHO 

HITTF suivi des exons 2, 3 et suivants de LAZ3 (figure 3, p 37) (Dallery et al., 1995). De même, 

la translocation t(3;11)(q27;q23) produit un transcrit de fusion contenant le premier exon du gène 

BOBJ épissé avec les exons 2, 3 et suivants du gène LAZ3 (Galiègue-Zouitina et al., 1996). Le 

même processus aboutit à la fusion de l'unique exon du nouveau gène de l'histone H4 aux exons 

2 et suivants du gène LAZ3 (Akasaka et al., 1997). Dans les deux premiers cas, la protéine 

produite est la protéine LAZ3 normale puisque le site d'initiation de la traduction utilisé est situé 

dans l'exon 3 du gène LAZ3 et qu'il existe en 5' des codons stop empêchant une fusion de cadre 

de lecture. 
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IV.2.4 Autres types de réarrangements du gène LAZ3/BCL6 

Hormis les translocations chromosomiques, l'existence d'autres altérations du gène LAZ3 

par des mutations ponctuelles et /ou de petites délétions ont été mises en évidence (Migliazza et 

al., 1995). Ces mutations, souvent bialléliques, sont retrouvées dans 73% des DLCL et 4 7% des 

cas de lymphome folliculaire. Elles sont principalement concentrées dans une région du MTC 

proche du premier exon non codant appelée «major cluster ». Ces mutations sont d'origine 

somatique et leur présence est indépendante de celle de translocations chromosomiques 

impliquant le gène LAZ3 (Migliazza et al., 1995). Une étude japonaise rapporte également dans 7 

cas de LNH sur 35, des réarrangements bialléliques incluant des délétions dans le MTC 

(Nakamura et al., 1995). De plus, cette étude semble indiquer que les doubles réarrangements du 

gène LAZ3 sont de mauvais pronostic. L'existence d'une délétion de 1,5 kb dans cette même 

région sur l'allèle non réarrangé d'un patient avec une translocation t(3;22) a été publiée 

(Nakamura et al., 1996). Plus récemment, des mutations ont aussi été identifiées dans 58% des 

LNH liés au SIDA avec une prédominance pour les lymphomes de Burkitt et les DLCL (Gaidano 

et al., 1997). Elles touchent la même région 5' non codante du gène LAZ3 et constitue 1 'altération 

génétique la plus fréquente des LNH liés au SIDA. Ces mutations interviennent indépendamment 

des mutations des gènes MYC et P53 observées fréquemment dans ces pathologies (Gaidano et 

al., 1997). L'incidence de ces mutations et délétions sur 1' expression du gène LAZ3 reste à 

établir. Cependant la fréquence et la localisation de ces altérations dans la région promotrice 

même du gène ou à proximité de celle-ci laisse supposer qu'elles modifient des séquences ayant 

un rôle dans la régulation de l'expression du gène LAZ3 (Migliazza et al., 1995; Gaidano et al., 

1997). 

IV.3 Structure du gène LAZ3 et de sa protéine: 

Le gène LAZ3 s'étend sur environ 26 Kpb et comprend 9 à 11 ex ons selon les 

auteurs (Kawamata et al., 1994; Ye et al., 1993b& 1995, Kerckaert et coll., non publiés). Le 

codon d'initiation de la traduction se situe dans l'exon trois (figure 4, page 40). Son cadre ouvert 

de lecture comporte 2118 nucléotides qui code une protéine de masse attendue de 79 Kd, elle 

comporte six doigts de Zinc C2H2 de type Krüppel à son extrémité C-terminale (Kerckaert et al., 

1993; Ye et al., 1993b; Miki et al., 1994) et une région conservée d'environ 120 acides aminés à 

son extrémité N-terminale. Cette région présente des homologies importantes avec plusieurs 

facteurs de transcription identifiés chez 1 'Homme comme KUP (Chardin et al., 1991 ), chez la 
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Drosophile comme tramtrack (ttk) et Broad Complex (Br-c) (Harrison et aL 1990; Di Bello et 

al., 1991), mais aussi avec certaines protéines virales du groupe des Poxvirus (Koonin et al., 

1992). Cette région N-terminale constitue un domaine d'interaction entre protéines baptisé 

depuis BTB/POZ pour Broad Complex, tramtrack, bric à brac/ poxvirus and zinc finger et 

permet de regrouper dans une même famille plus de 50 protéines différentes telles que PLZF 

(Promyelocytic Leukemia Zinc Finger), codée par un oncogène impliqué dans les formes 

variantes de leucémies aiguës promyélocytaires (LAP) à t(l1; 17) chez l'Homme ou la protéine 

ketch de liaison à 1 'actine chez la Drosophile (Bardwell et al., 1994; Zollman et al., 1994; 

Albagli et al., 1995). Le domaine BTB/POZ confère à la protéine LAZ3 une localisation 

nucléaire ponctuée et lui permet également d'homodimériser in vivo (Dhordain et al., 1996; 

Seyfert et al., 1996). Ce type de localisation est également partagée par d'autres protéines 

oncogènes telles que PLZF et PML qui co-localisent in vivo sous forme de corps nucléaires (Nbs: 

Nuclear Bodies ou PODs: PML Oncogenic Domains) et sont capables d'interagir in vitro et in 

vivo (Licht et al., 1996; Koken et al., 1997). Les protéines PML et PLZF -RARa co-localisent 

aussi, contrairement à PML-RARa (produit de la translocation t(l5; 17) dans la LAP) dont 

l'expression perturbe la formation des structures nucléaires microponctuées (Reid et al., 1995; 

Dong et al., 1996). PLZF-RARa et PML-RARa se fixent sur les éléments de réponse à l'acide 

rétinoïque (RAREs) sous la forme d'homo ou d'hétérodimères avec RXR. Dans le cas de PLZF

RARa, cette capacité à dimériser provient du domaine BTB/POZ qui lui permet aussi de former 

des hétérodimères avec PLZF et sans doute d'autres protéines à BTB/POZ (Dong et al., 1996). 

L'ADNe murin homologue du gène LAZ3 a été cloné et séquencé. Sa séquence déduite en 

acides aminés montre que la protéine présente 95% à 98% d'homologie avec son équivalent 

humain. Les doigts de zinc sont totalement identiques et le domaine BTB/POZ est presque 

entièrement conservé (Fukuda et al., 1995; Allman et al., 1996). 
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IV.4 La protéine LAZ3/BCL6 est un répresseur transcriptionnel 

La séquence d'ADN cible reconnue par la protéine LAZ3 a été définie in vitro par 

la technique de CASTing en utilisant une protéine de fusion contenant uniquement le domaine à 

doigts de zinc (Kawamata et al., 1994; Baron et al., 1995; Seyfert et al., 1996; Chang et al., 

1996). La capacité de la protéine entière à reconnaître cette séquence in vitro et in vivo a été 

vérifiée (Albagli et al., 1995; Seyfert et al., 1996; Chang et al., 1996). Les consensus obtenus par 

les différentes équipes sont assez similaires sans être tout à fait superposables (figure 5, page 43). 

Ils ont permis d'identifier d'éventuels gènes cibles de la protéine LAZ3 tels que les gènes de la 

glucokinase, de la dystrophine, de la « secretory leukocyte protease inhibitor » (Kawamata et 

al., 1994), certains gènes et enhancers viraux dont celui du virus VIH (Baron et al., 1995) et le 

gène LAZ3 lui-même (Ohashi et al., 1995; Migliazza et al., 97). Les études in vivo par 

transfection transitoire ont permis la mise en évidence de la fonction de la protéine LAZ3 en tant 

que répresseur transcriptionnel sur sa séquence cible (Albagli et al., 1995; Seyfert et al., 1996; 

Chang et al., 1996). Les degrés de répression obtenus sont variables selon le type de lignées et de 

constructions utilisées : la protéine entière réprime de 2 à 3 fois la transcription dans les lignées 

C2, COS-1, NIH3T3 (Albagli et al., 1995), HeLa et CV -1 (Seyfert et al., 1996), jusqu'à environ 

10 fois et 23 fois dans les lignées 393T et Raji respectivement (Seyfert et al., 1996; Chang et al., 

1996). La propriété de répresseur transcriptionnel de la protéine LAZ3 est indépendante de la 

position (5' ou 3'), de l'orientation et de la distance de sa séquence cible, quelque soit le type de 

promoteurs utilisés (Albagli et al., 1995& 1996; Seyfert et al., 1996; Chang et al., 1996). Cette 

propriété est principalement, mais pas uniquement, dépendante du domaine BTB/POZ qui 

apparaît comme un domaine répresseur autonome et transférable (Albagli et al., 1995; Seyfert et 

al., 1996; Chang et al., 1996). Un deuxième domaine répresseur a été localisé dans la partie 

centrale de la protéine (AA 267-395) (Chang et al., 1996; Albagli et al., 1996). La propriété de 

répresseur transcriptionnel de la protéine n'est cependant pas conservée chez la levure (Seyfert et 

al., 1996; Dhordain P. Corn. Pers.). La protéine LAZ3 réprime la région U3 promotrice/enhancer 

du virus VIH-1 par l'intermédiaire d'une séquence proche de celle déterminée précédemment par 

la même équipe (Baron et al., 1997). Il reste à établir quels sont les autres gènes cibles de la 

protéine. 

Il a été récemment remarqué que la séquence cible de LAZ3 ressemble aux sites reconnus 

par les facteurs ST AT (signal transducers and activators of transcription) interviennant dans la 

réponse aux cytokines (Dent et al., 1997; Ye et al., 1997). Des expériences de retard en gel et de 

transfection transitoire ont montré que la protéine LAZ3 est capable de se fixer sur la séquence 
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reconnue par Stat6 et de réprimer ces sites dans le promoteur du gène CD23, empêchant ainsi 

l'activation de ce gène par Stat6 en réponse à l'IL4. LAZ3 pourrait donc bloquer la voie 

signalétique de 1 'IL4 (Dent et al, 1997). 

Plusieurs autres protéines à domaine BTB/POZ et à doigts de zinc sont des répresseurs 

transcriptionnels spécifiques de leur séquence cible : par exemple, la protéine tramtrack de 

Drosophile (Xiong et Monteil, 1993), la protéine ZF5 chez la souris (Numoto et al., 1993) et de 

façon très intéressante, 1' oncoprotéine PLZF qui présente également deux domaines répresseurs 

(Chen et al., 1993; Licht et al., 1997). Le domaine BTB/POZ confère en partie à la protéine de 

fusion PLZF-RARa des propriétés de dominant négatif sur l'activité transcriptionnelle de RARa 

et RXRa qui sont très probablement impliquées dans son oncogénicité (Chen et al., 1994; Dong 

et al., 1996). 

Le clonage d'un partenaire de LAZ3 a été effectué dans notre équipe par P.Dhordain, par 

la technique de double-hybride. Il s'agit de la protéine SMRT (silencing mediator of retinoid and 

thyroid receptor) connu comme son nom l'indique, en tant que corépresseur de l'acide rétinoïque 

libre et des récepteurs thyroïdiens (Dhordain et al., 1997; Chen et al., 1996). Les protéines LAZ3 

et SMR T interagissent in vitro par le domaine BTB/POZ de LAZ3. SMR T se comporte comme 

un co-répresseur de LAZ3 puisque son expression augmente la capacité de la protéine LAZ3 à 

réprimer la transcription. Enfin, les deux protéines co-localisent in vivo sous forme de points 

dans le noyau de cellules transfectées (Dhordain et al., 1997). Le même co-facteur a été 

simultanément identifié comme partenaire de la protéine PLZF par son interaction avec le 

domaine BTB/POZ de cette protéine (Lin et al., 1998). SMRT pourrait donc jouer le rôle de 

cofacteur de répression d'autres facteurs de transcription à domaine BTB/POZ. 

Récemment, l'interaction entre LAZ3 et une autre protéine de la famille BTB/POZ a été 

mise en évidence, cette protéine homologue de PLZF a été nommée LRF (Leukemia/Lymphoma 

Related Factor) (Davies et al., 1997). 
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Figure 5: Les séquences cibles de la protéine LAZ3/BCL6. En gras sont représentés les 
nucléotides proches du site reconnu par les ST A Ts. 
(1) (Kawamata et al., 1994) (2) (Baron et al., 1995) (3) ( Seyfert et al., 1996) 

( 4) (Chang et al., 1996) (5) site STA Ts (lhle, 1996) 

IV.5 Expression du gène LAZ3/BCL6 
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Les résultats des premières études de l'expression du gène LAZ3 par Northern blot 

publiés en 1993 étaient contradictoires: un transcrit majeur de 3.8 kb et un transcrit mineur de 11 

kb étaient détectés, ce dernier provenant très probablement d'un transcrit immature (Kerckaert et 

al., 1993; Kawamata et al., 1994) tandis qu'une autre équipe rapportait tout d'abord deux 

transcrits de 2,4 et 4,4 kb dans des lignées cellulaires B puis un transcrit de 3,8 kb (Ye et al., 

1993 a&b ). Le transcrit de 11 kb exprimé dans une lignée T publié par Baron et al., en 1993 ne 

provient pas du gène LAZ3 mais probablement d'un gène voisin. Les résultats de Miki et al., en 

1994, identiques à ceux de Kerckaert et al., 1993, montrent que le transcrit de 3,8 kb est exprimé 

de façon assez ubiquitaire avec une prédominance dans le muscle squelettique et également dans 

les lignées B. Chez la souris, l'expression du gène est assez semblable à celle chez l'Homme, un 

transcrit de 3,8 Kb est observé de façon assez ubiquitaire au niveau du coeur, cerveau, poumon, 

foie, rein, rate, thymus, ganglions lymphatiques, moelle osseuse (Fukuda et al., 1994). 

Une étude plus récente de l'expression du gène LAZ3 révèle que celui-ci est exprimé dans 

la lignée préB Nalm6, de façon plus importante dans certaines lignées B matures (Raji, BJAB) 

mais pas dans toutes (MBB 1, VDSO par exemple) et très faiblement dans les lignées T, 

myéloïde, érythroïde et HeLa (Allman et al., 1996). L'expression du gène LAZ3 a été également 

détectée dans la couche supérieure de 1' épiderme chez la souris. Son expression interviendrait 

dans la différenciation des kératinocytes humains puisque la stimulation des ces cellules par le 

calcium induit l'augmentation progressive de l'expression du gène jusqu'à leur différenciation 

terminale (Yoshida et al., 1996). En plus de son expression dans les cellules B et T, le gène LAZ3 

est aussi exprimé dans les granulocytes et monocytes circulants ainsi que dans les leucémies 
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aiguës non lymphocytaires à composante myéloïde et monocytaire (Yamoshi et al .. 1997). Son 

expression est induite lors de la différenciation des lignées myéloïde HL-60 et monocytaire U93 7 

traitées au TPA (12-0-!etradecanoyl_Qhorbol-13-~cetate) et pourrait donc être associée à la 

différenciation de ces cellules (Yamoshi et al., 1997). 

L'étude d'une équipe japonaise présente le gène LAZ3 murin comme un « immediate 

early gene» puisqu'elle montre une induction de l'expression du gène dans les lymphocytes du 

thymus et de la rate après 15 à 30 min de stimulation in vitro au PMA (~horbol 12-myristate 13-

~cetate) + ionomycine et ceci jusqu'à 4 heures (Fukuda et al., 1995). Ces résultats sont en 

opposition avec ceux rapportés par Allman et al., 1996 qui montrent que l'expression du gène 

LAZ3 est diminuée lors de la stimulation des lymphocytes B et T quiescents. Cette différence 

s'explique peut-être par la différence d'échelle de temps retenue qui s'étend sur 4 H maximum 

pour celle de Fukuda et al., et sur 24H voire 48H pour celle d' Allman et al. La stimulation in 

vitro de cellules B de souris par divers agents mitogènes comme les anticorps anti-IgM ou IgD, 

le LPS (!ipo_Qoly~accharide ), le PMA ou le CD40L (ligand du CD40), induit une diminution du 

niveau d'ARNm LAZ3 de 5 à 35 fois et ce 8 à 16 heures après la stimulation (Allman et al., 

1996). Cette diminution se produit vers le milieu de la phase G 1 du cycle cellulaire, avant 

l'entrée en phase S (phase de synthèse de l'ADN) des cellules. Des résultats similaires sont 

obtenus avec des lymphocytes B humains stimulés par SAC (§taphylococcus q_ureus Cowan) + 

IL2 ou par anti-IgM, et également avec des lymphocytes T sanguins stimulés au PHA 

(_Qhytogém~glutinine). Pourtant, les cellules B stimulées in vivo par l'antigène dans les centres 

germinatifs ne présentent pas de diminution de 1' expression de LAZ3 contrairement aux études 

réalisées in vitro (Allman et al., 1996). Les taux d'ARNm LAZ3 sont semblables dans les 

lymphocytes quiescents et dans les cellules B activées des centres germinatifs, en revanche les 

taux de protéines LAZ3 sont jusqu'à 34 fois supérieurs dans les cellules B des centres 

germinatifs à ceux des cellules quiescentes (Allman et al., 1996). Ceci laisse supposer 1 'existence 

d'une régulation traductionnelle ou post-traductionnelle de l'expression de ce gène dans les 

centres germinatifs. Les séquences non traduites de l' ARNm et/ou la phosphorylation de la 

protéine LAZ3 pourraient jouer un rôle dans ces mécanismes. Les centres germinatifs sont des 

structures dynamiques où les cellules B stimulées par l'antigène subissent une transformation 

complexe comprenant une expansion rapide de leur prolifération induite par l'antigène, une 

hypermutation des régions variables des gènes d'Ig et une commutation isotypique de classe 

d'Ig. Pendant ces processus, les cellules B sont sélectionnées pour suivre une des 3 voies les 

conduisant soit à l'apoptose, soit à la cellule B mémoire, soit à la différenciation en plasmocytes 

(Mc Lennan, 1994 et chapitre V). 
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Les mêmes auteurs notent que les lignées lymphoblastoïdes LCL (lymphoblastoide cel! 

fines) transformées par le virus de Epstein-Barr (EBV) n'expriment pas LAZ3 contrairement au 

Lymphome de Burkitt (Allman et al., 1996). Dans la lignée Akata de lymphome de Burkitt, la 

stimulation des cellules par anticorps anti-Ig induit une diminution du taux d' ARN LAZ3. Cette 

stimulation active aussi le génome de l'EBV. Dans les LCL transformées par EBV, certains 

produits du génome viral sont connus pour activer certains gènes cellulaires telle que la protéine 

LMP 1 qui induit l'expression de protéines membranaires normalement présentes quand la cellule 

B est activée. L'ensemble de ces données laisse supposer que les produits de 1 'EBV pourraient 

réguler l'expression du gène LAZ3, d'autant plus que parmi les LNH liés au SIDA, ceux positifs 

pour 1 'EBV qui expriment la protéine LMP-1, n'expriment pas la protéine LAZ3 (Carbone et al., 

1997&1998). 

Le développement d'anticorps contre les régions N et C terminales de la protéine LAZ3 a 

permis la réalisation de plusieurs études immunohistochimiques : 

Une analyse par PCR-SSCP (~ingle ~trand C}_onformation p_olymorphism) de la séquence 

codante n'a pas mis en évidence de mutations fréquentes dans la partie codante du gène LAZ3 de 

patients porteurs de réarrangement. Trois polymorphismes et deux cas de mutations dont une 

mutation silencieuse ont été observés chez ces mêmes patients (Otzuki et al., 1995). Les 

mutations dans la séquence codante du gène ne semblent donc pas intervenir dans les propriétés 

oncogéniques de la protéine LAZ3. 

L'expression de LAZ3 intervient dans la différenciation de la lignée B lymphoïde, plus 

précisément au niveau des centres germinatifs (Otsuki et al., 1995; Onizuka et al., 1995; Flenghi 

et al., 1995). La localisation de la protéine est nucléaire, elle est détectée aussi bien dans les 

centroblastes que dans les centrocytes mais aussi dans certains lymphocytes T CD4+ inter ou 

intrafolliculaires. En revanche les cellules B de la zone du manteau, les plasmocytes, les 

macrophages, les cellules dendritiques et les cellules pré-B de la moelle osseuse n'expriment pas 

la protéine LAZ3 (Cattoretti et al., 1995; Onizuka et al., 1995; Flenghi et al.,1995; Falini et 

al., 1997). La plupart des cellules exprimant la protéine LAZ3 n'expriment pas BCL-2 (Cattoretti 

et al., 1995). Des études d'immunohistochimie n'ont pas montré d'expression aberrante de la 

protéine puisqu'elle est détectée indépendamment du réarrangement du gène et du type de 

tumeur (DLCL ou lymphomes folliculaires) (Cattoretti et al., 1995; Flenghi et al.,1995; Pittaluga 

et al., 1996; Falini et al., 1997) et que son expression n'est pas corrélée avec celle d'autres 

marqueurs ou la prolifération des cellules (Falini et al., 1997). L'équipe d'Onizuka obtient un 

immunomarquage dans 17 cas de lymphomes sur 30 avec une prédominance dans les lymphomes 

folliculaires et les DLB mais parmi lesquels seuls 7 d'entre eux présentent un réarrangement du 
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gène LAZ3 confirmant 1' indépendance entre 1 'expression et le réarrangement du gène dans les 

LNH (Onizuka et al., 1995). 

L'ensemble de ces résultats indique d'une part, que la protéine LAZ3 n'est pas associée à 

la prolifération cellulaire B puisque des centroblastes et des centrocytes expriment la protéine 

qu'ils soient en prolifération ou en phase de quiescence, d'autre part, que l'expression de LAZ3 

est régulée pendant la différenciation des cellules B et qu'elle exerce une fonction dans le 

développement ou la formation des centres germinatifs. 

L'ensemble de ces équipes ont remarqué également que les lymphomes du manteau ou de 

la zone marginale par exemple, n'expriment pas LAZ3 ainsi que les lymphocytes B normaux de 

ces mêmes régions dans le centre germinatif, et qu'au contraire les lymphomes folliculaires ou 

les DLCL montrent un marquage protéique intense comme les cellules B des centres germinatifs 

dont ils dérivent. Le parallélisme d'expression de LAZ3 dans certains types de lymphomes et 

dans les différentes cellules des centres germinatifs renforce l'idée qu'ils ont pour origine les 

cellules des centres germinatifs. La protéine LAZ3 sert en quelque sorte de marqueur des cellules 

des centres germinatifs et la dérégulation de l'expression du gène LAZ3 dans ces cellules pourrait 

donc participer au développement d'une partie des lymphomes en bloquant la différenciation 

terminale de ces cellules (Cattoretti et al., 1995; Flenghi et al.,1995; Onizuka et al., 1995; 

Pittaluga et al., 1996; Falini et al., 1997). 

Le rôle plus précis de LAZ3 dans la formation des centres germinatifs a été mis en 

évidence par les expériences d'inactivation du gène in vivo chez la souris. 

IV.6 LAZ3/BCL6 intervient dans la formation des centres germinatifs: 

La réalisation de souris dépourvues du gène LAZ3 fonctionnel par différentes équipes a 

permis d'éclaircir le rôle de la protéine LAZ3. Plusieurs approches ont été utilisées: 

- le remplacement d'une partie des doigts de zinc de la protéine par insertion 

d'une cassette contenant le gène de résistance à la néomycine sous contrôle du promoteur pGK, 

aboutissant à la production d'une protéine tronquée incapable de se fixer sur sa séquence cible 

(mutant LAZ~ZN) (Ye et al., 1997). Curieusement, cette protéine n'est pas détectée par Dent et 

al, 1997. 

- la suppression de la région comprenant les exons 4 à 10 correspondant à 95% de 

la séquence codante du gène LAZ3 par cette même cassette (Y e et al., 1997). 
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- l'élaboration de souns dépourvues du gène RAGJ (sans lymphocytes 

matures).dont la moelle a été reconstituée à partir de celle des souris LAZ3 -1- (Ye et al., 

1997;.Fukuda et al., 1997) 

Les résultats obtenus dans les trois cas sont en grande partie semblables et ont permis 

d'identifier un rôle de LAZ3 dans le contrôle de la réponse immunitaire inflammatoire de type 

Th2 ainsi que dans la formation des centres germinatifs: 

Les souris mutantes LAZL1ZN ou sans gène LAZ3 présentent un retard de croissance et 

des signes de mauvaise santé après leur naissance (Dent et al, 1997; Y e et al., 1997; Fukuda et 

al., 1997). La moitié meurent avant 5 semaines (Dent et al., 1997), celles qui survivent 

développent dans les 3 premiers mois des maladies infectieuses et inflammatoires au niveau des 

voies aériennes et digestives avec infiltrations de monocytes et granulocytes ce qui expliquerait 

leur retard de croissance (Y e et al., 1997). Pour 1' équipe japonaise, elles meurent à 9 semaines de 

déficits cardiaques sévères ce qui la amené à utiliser des souris dont le gène RA G 1 est inactivé 

(Fukuda et al., 1997). 

Les souris ne présentent pas de différence notable par rapport aux souris témoins au 

niveau du développement des organes lymphoïdes et de leur population, ce qui exclue un rôle de 

la protéine LAZ3 dans cette fonction (Dent et al., 1997; Ye et al., 1997). En revanche ces souris 

développent des maladies inflammatoires telles que des myocardites et des vasculites 

pulmonaires, la rate présente des infiltrations granulocytaires principalement constituées 

d'éosinophiles et de macrophages (Dent et al., 1997; Ye et al.,1997). Elles montrent aussi des 

inflammations de l'intestin, du foie et de la peau avec infiltration d'éosinophiles. Cette 

inflammation s'accompagne d'une augmentation du nombre de cellules produisant des IgE et 

IgG 1 indiquant une réaction inflammatoire de type Th2 (Ye et al., 1997). La culture de cellules 

des ganglions lymphatiques et des cellules inflammatoires montre une augmentation 

d'expression des cytokines produites par les lymphocytes T helper de type 2 (T H2) : IL-4, IL-5, 

IL-6 et IL-13 (Dent et al., 1997). 

Les souris ne développent pas de centres germinatifs même après immunisation avec un 

antigène T-dépendant, le TNP-KLH (Dent et al., 1997; Ye et al., 1997), leur synthèse d'IgM est 

normale mais elles sont incapables de produire des IgG (Dent et al., 1997), une diminution des 

taux de la plupart des isotypes surtout IgG est observée (Ye et al., 1997) tandis qu'une 

immunisation au TNP-Ficoll (Ag T-indépendant) induit une production d'anticorps comparable 

aux témoins (Dent et al., 1997; Ye et al., 1997). Aucune maturation d'affinité des anticorps 

produits n'est observée, même après 3 immunisations (Ye et al., 1997). 
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Les tests de prolifération in vitro de cellules B de la rate des souris LAZ3 ( -/-) ne 

présentent pas de différence avec ceux des souris normales, les cellules n'exprimant plus LAZ3 

gardent donc leur capacité à proliférer (Ye et al., 1997; Fukuda et al., 1997). Chez les souris 

mutantes tlZN, où la protéine LAZ3 est dépourvue de ses doigts de zinc, les cellules B des 

follicules coexpriment LAZ3 et IgD contrairement aux souris sauvages qui expriment soit l'une, 

soit l'autre. De plus les cellules qui expriment la protéine LAZ3 mutée sont PNA- (marqueur 

spécifique des centres germinatifs) et PCNA- (marqueur de prolifération) ce qui indique que 

LAZJ intervient dans l'acquisition du phénotype normal IgD-/PNA+ des cellules B des centres 

germinatifs et probablement dans leur prolifération (Y e et al., 1997). 

Les souris RA G 1 ( -/-) n'ont pas de lymphocytes matures et leur utilisation a permis 

d'étudier le rôle de LAZ3 dans le compartiment lymphoïde. Les résultats obtenus avec les souris 

RA G 1 ( -/-) reconstituées avec des cellules de la moelle issues de souris LAZJ mutantes (Y e et 

al., 1997) ou sans LAZ3 (Fukuda et al., 1997) apportent des données supplémentaires : le 

développement des organes lymphoïdes ainsi que le nombre et la répartition des cellules B et T 

sont identiques aux souris témoins (Ye et al., 1997; Fukuda et al., 1997). Le défaut de formation 

des centres germinatifs chez les souris dépourvues du gène LAZ3 proviendrait d'une anomalie du 

compartiment lymphoïde plutôt que de celle des cellules folliculaires dendritiques ou des cellules 

non lymphoïdes (Ye et al., 1997). C'est l'expression de LAZJ dans les cellules B et non dans les 

cellules T qui est essentielle à la formation des centres germinatifs puisque le transfert de cellules 

B de souris sauvages (donc LAZJ +/+) restaure la formation des centres germinatifs 

contrairement au transfert de cellules T (Fukuda et al., 1997). Les cellules B de ces souris 

gardent la capacité de proliférer in vitro, en réponse à une stimulation antigénique ou à des 

signaux provenant de lymphocytes T helper (Fukuda et al., 1997). L'absence de centres 

germinatifs chez ces souris montre que les signaux augmentant 1' expression du gène LAZJ dans 

les cellules B activées par l'antigène sont essentiels à la différenciation des cellules B des centres 

germinatifs (Fukuda et al., 1997). 

Le déficit de formation de centres germinatifs en 1' absence de gène LAZ3 explique la 

diminution de la réponse immunitaire T dépendante puisque celle-ci provient de 1 'expansion 

clonale des cellules B dans les centres germinatifs. Le gène LAZ3 pourrait donc jouer un rôle 

dans la régulation des lymphocytes Th2 dont la production d'IL4 intervient au niveau des 

cellules B dans la commutation isotypique des Ig en IgG 1 et IgE. En effet, le développement et la 

fonction des lymphocytes Th2 dépend en partie du facteur de transcription Stat6 en réponse à 

l'IL-4. Or la séquence d'ADN reconnue par Stat6 est similaire à celle reconnue par LAZ3 (Dent 
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et al., 1997; Ye et al., 1997). La protéine LAZ3 est capable de réprimer la transcription du gène 

CD23 en bloquant le site reconnu par Stat6. La protéine LAZ3 pourrait donc bloquer la 

différenciation des Th2 en réponse à une stimulation antigénique et pourrait jouer un rôle de 

régulateur de l'inflammation en modulant les voies signalétiques des STATS (Dent et al., 1997). 

V- LES CENTRES GERMINATIFS 

Les centres germinatifs (CG) sont localisés au mveau des organes lymphoïdes 

secondaires, dans les follicules des ganglions lymphatiques, des amygdales et des plaques de 

Peyer, et au niveau des bifurcations des artérioles qui traversent la pulpe blanche de la rate. 

Les CG sont constitués d'un foyer de cellules lymphoïdes B en prolifération rapide. Ils 

apparaissent au sein des follicules primaires après une stimulation antigénique pour environ trois 

semaines. Ils réapparaissent ensuite quand le même Ag est à nouveau rencontré. Les centres 

germinatifs sont à 1' origine du développement des cellules B mémoires, à la suite de la 

commutation isotypique des Ig et de 1 'hypermutation somatique des gènes codant les régions 

variables des chaînes d'Ig (Ahmed et Gray, 1996). 

Dans les CG, la prolifération très rapide des cellules B s'accompagne d'une fréquence 

élevée de phénomènes d'apotose qui permet l'élimination des cellules B autoréactives et/ou non 

efficaces et donc l'expansion sélective des cellules B dont les Ig ont une forte affinité pour 

l'antigène. Ces cellules B mémoires peuvent quitter les CG pour passer dans la circulation 

sanguine et y rester à l'état quiescent (Tsiagbe et al., 1996; Ahmed et Gray, 1996). 

V.l Structure et contenu cellulaire des centres germinatifs 

V.1.1 Structure des centres germinatifs 

En microscopie photonique, on peut distinguer globalement 2 zones (figure 6, p 50) : 

- la zone sombre, éloignée de la zone du manteau, où migrent les cellules B 

blastiques ou centroblastes, larges cellules en cycle qui n'expriment pas d'Ig de membrane, 

- la zone claire, moins dense, contenant de petites cellules B non proliférantes, les 

centrocytes, qui sont générés dans la zone sombre et migrent vers la zone claire où ils vont 

exprimer des Ig de membrane. Les cellules de cette zone sont en contact étroit avec les cellules 

folliculaires dendritiques (CFD). C'est dans cette zone que se fait la sélection des cellules B et 

1' élimination des cellules mortes par les macrophages. Les cellules B mémoires et les 
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plasmocytes migrent ensuite vers la zone périphérique dense du follicule (manteau ou «cap») 

puis quittent celui-ci. 

APOPTOSE BCL-2 

Zone du manteau du follicule: 
petites cellules B recirculantes ND Taux élevé 

Zone claire apicale : 
moyenne Taux faible 

petits centrocytes, LT CD4T et 
CFD 

très élevée absente 
Zone claire basale : 
grands centrocytes et CFD 
Zone sombre : centroblastes faible absente 

Figure 6 : Schéma représentant un centre germinatif (D'après Tsiagbe et al., 1996). 
Abbréviations : L T : lymphocytes T, CFD :cellules folliculaires dentritiques, ND :non déterminée. 

V.l.2 Les cellules des centres germinatifs 

I.t!s __ <::~l1l11_~~-J des centres germinatifs ont un rôle considérable puisqu'en absence de 

stimulation des cellules T, la formation de centres germinatifs dans les ganglions lymphatiques 

n'a pas lieu. Chez l'Homme, les lymphocytes T des CG portent des marqueurs de surface 

caractéristiques (ex: CD4, CD3) (Tsiagbe et al., 1996). Ils peuvent aussi exprimer le CD40-L qui 

joue un rôle important dans la formation des CG: les souris dépourvues de CD40-L n'ont pas ou 

peu de CG (Kawabe et al., 1994 ). Généralement, les cellules T présentes dans les CG sont 

spécifiques d'un épitope de l'antigène qui a induit la formation des CG. 

- [_~s c_e_l_ll!l~s foll_ic_l!l(lir~~ __ ci~l1ciJ:itiql1~~ _ (Çj=:_I)) sont des cellules non phagocytaires 

caractérisées par leur longues extensions dendritiques qui forment un fin réseau à travers les 

cellules B folliculaires et les CGs. Les CFD expriment non seulement des récepteurs qui servent 

à fixer les antigènes ou les complexes immuns (FCy-R et de récepteurs aux molécules C 1, C2 et 

C3 du complément) mais également de nombreuses molécules d'adhésion intervenant dans les 

interactions cellulaires (Liu et al., 1992; Tsiagbe et al., 1996). 
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- ;L-es ~~lll}le?)3 ~es ~~11tr~? g~fl11Ïf1atif~ : les précurseurs des cellules B des centres 

germinatifs, comme ceux des autres cellules B, proviennent de la moelle osseuse. Ces cellules 

expriment des marqueurs B spécifiques (ex: CD45) et portent également des marqueurs 

d'activation (CALLA (CDlO), CD38) (Tsiagbe et al., 1996). Contrairement aux cellules B 

circulantes, les cellules B des CG ont une grande affinité pour la lectine et le PNA (peanut 

agglutinin), propriété utilisée pour le marquage des CG en histochimie. Il existe une différence 

d'expression de certains marqueurs de surface selon la zone du CG où se trouvent les cellules B 

(Tsiagbe et al., 1996). 

V.2 Développement des centres germinatifs. 

Les CG se forment environ au 4ème jour lors de la réponse immunitaire dépendante des 

cellules T. Les cellules B naïves sont activées en dehors des follicules dans les zones riches en 

cellules T des organes lymphoïdes secondaires notamment par lesT helper CD4+ situés dans les 

gaines lymphoïdes périartériolaires ou PALS (periarteriolar lymphoid sheath ). Deux voies sont 

possibles pour l'établissement de cellules B spécifiques de l'antigène: 

- soit, les cellules B activées continuent leur développement local formant ainsi des foyers 

de plasmocytes à vie brève, à proximité des PALS, 

- soit, les cellules B migrent jusqu'aux follicules des organes lymphoïdes II et forment 

des CG au sein desquels elles se différencient en cellules B mémoire à vie longue (Mc Lennan, 

1994). 

Chaque centre germinatif se développe de façon clonale à partir de 1 à 3 précurseur(s) B 

recrutés du pool de cellules circulantes après une immunisation. Ces cellules proviendraient de 

cellules IgD+ stimulées par l'antigène devenant IgD- dans les CG, ou de cellules IgM+ 

n'exprimant pas encore d'IgD (Tsiagbe et al., 1996). L'origine clonale des cellules B des CG a 

pu être confirmée notamment par l'analyse de la structure des régions variables des gènes d'Ig 

(Küppers et al., 1993). 

Au premier stade du développement du CG, les petites cellules folliculaires non 

proliférantes du CG se déplacent vers la périphérie du follicule pour former le manteau qui 

entoure le CG. 

Le deuxième stade consiste en la polarisation du CG : quand le réseau de cellules 

folliculaires dendritiques est rempli de blastes, un signal non identifié est donné à ces cellules. 

Elles se déplacent alors à un pôle du réseau de CFD pour former la zone sombre du CG (à 
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proximité des PALS) (figure 7, page 53). Pendant cette migration, les cellules B prolifèrent et se 

différencient en centroblastes caractérisés par le fait qu'ils n'expriment plus d'Ig de surface. Les 

centroblastes restent dans le cycle cellulaire, leur nombre n'augmente pas car ils se divisent et 

forment des centrocytes qui migrent vers la zone claire du CG. Les centrocytes ne se divisent pas 

et expriment à nouveau des Ig de surface. Ils constituent une population labile constamment 

renouvelée par le pool de centroblastes en division. Les centrocytes présentant une forte affinité 

pour les auto-Ag et ceux présentant une faible affinité pour l'antigène sont éliminés par apoptose, 

les autres, présentant la plus forte affinité pour 1' antigène, continuent leur différenciation en 

cellules productrices d'anticorps ou en cellules B mémoire (Mc Lennan, 1994). 

V.3 Fonction des centres germinatifs 

V.3.1 Centres germinatifs et réponse aux antigènes. 

Il apparaît que le développement des CG n'a lieu qu'après une stimulation immunogène. 

Le recrutement des cellules B naïves dans la réponse T -dépendante a lieu pendant les quelques 

jours qui suivent l'exposition à l'antigène. La réponse est ensuite maintenue par les clones de 

cellules B mémoire (Tsiagbe et al., 1996). 

Les cellules T Ag spécifiques et les CFD porteuses de complexes Immuns sont 

primordiales pour leur formation, suite aux interactions entre cellules B et T, entre FDC et 

cellules B et entre cellules B elles-mêmes. Dans les CG, les cellules T CD4+ spécifiques de 

l'antigène expriment le CD40-L. Les études de l'effet d'anti-CD40L ou d'anti B7-2 sur la 

formation des CGs suggèrent que les interactions cellulaires via ces molécules et leurs ligands 

sont importantes pour le maintien des CG (Kawabe et al., 1994;Tsiagbe et al., 1996). 

V.3.2 Rôle des centres germinatifs dans la création et l'expansion de cellules B 

mémoire. 

Le stade initial de la formation des CG est associé à la croissance exponentielle des 

cellules B blastiques à l'intérieur des follicules. Les cellules B PNA+ se différencient en cellules 

B matures PNA- ou cellules mémoire qui vont dans la circulation et sont disséminées dans les 

tissus lymphoïdes. 
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Figure 7 : Modèle de voie de sélection des cellules B dans les centres germinatifs (d'après Kelsoe, 
1995). 

(1) Les cellules T (LT) spécifiques de l'antigène (Ag) et les cellules B activées (LB) migrent dans les 
follicules. (2) Les centroblastes prolifèrent et constituent la zone sombre du centre germinatif. Ils 
introduisent des mutations dans la région variable des gènes d'Ig et donnent naissance aux centrocytes 
qui expriment l'Ig mutante à leur surface .(3) Les centrocytes migrent dans la zone claire du centre 
germinatif où ils rencontrent l' Ag porté par les cellules folliculaires dendritiques (CFD). L'Ag est 
intemalysé par les centrocytes et réexprimé à leur surface par le CMH de classe II. (4) Les centrocytes 
présentent alors l'Ag aux lymphocytes T des CG et reçoivent des signaux pour devenir des cellules B 
mémoire et quitter le centre germinatif. En absence de ces signaux, les centrocytes sont éliminés par 
apoptose. 
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La commutation d'isotype d'lg se produit dans les CG (mais pas uniquement) et aboutit à 

l'expression d'anticorps de classe G, A ou E au lieu des classes M et D. par les plasmocytes 

quittant les follicules (Rajewsky, 1996). Le moment où se produit la commutation de classe n· a 

pas été précisément défini mais les signaux de commutation sont souvent envoyés avant que les 

centrocytes ne soient sélectionnés et induits à se différencier (Mc Lennan, 1994). Certaines 

cytokines (CD23 soluble, IL-la, IL-2) induiraient la différenciation des plasmocytes et l'isotype 

produit (Mc Lennan, 1994). 

V.3.3 Rôle des centres germinatifs dans la diversité du répertoire B : 

Hypermutation somatique des gènes des régions variables des Ig. 

La maturation de l'affinité des anticorps pendant la réponse immunitaire provient d'une 

compétition entre les cellules B portant des anticorps d'affinité différente pour l'antigène. Le lieu 

de cette compétition est le microenvironnement du CG. Le processus qui aboutit à cette 

différence d'affinité est la mutation somatique des régions variables des Ig, après le 

réarrangement primaire des gènes d'Ig (Tsiagbe et al., 1996; Mc Lennan, 1994). Ce processus de 

mutation est induit dans les cellules déjà activées par l'antigène. Le mécanisme enzymatique 

produisant ces mutations somatiques n'est pas totalement connu mais il serait déclenché au cours 

de la phase de croissance exponentielle des cellules B blastiques dans les follicules (Liu et al., 

1992; Kelsoe, 1995). Le processus de mutation coïncide avec la polarisation du CG (Liu et al., 

1992). Une fois que ce processus est actif dans les cellules B, il peut continuer en absence de 

cellules Tou des facteurs qu'elles produisent (Tsiagbe et al., 1996). 

Les mutations s'accumulent par incorporation de 1 à 3 substitution(s) de nucléotide(s) de 

préférence sur un seul brin d'ADN. Le processus d'hypermutation favorise les mutations de 

transition, certaines bases sont plus souvent remplacées que d'autres. Des points de mutation 

préférentielle (hotspots) existent dans les gènes VH et VL, en particulier au niveau de motifs 

(C/A) AG (C/T) T (Kelsoe, 1995; Tsiabge et al., 1996). Au cours du processus de sélection, les 

mutations se concentrent au niveau des régions CORs (complementary-determining regions) 

(Kersoe, 1995). Des études in vitro ont montré que les séquences de 1 'intron et 1 'enhancer en 3' 

du locus lgK murin sont importantes pour l'hypermutation de la région VKJK tandis que la 

séquence cible et le promoteur VK peuvent être remplacés par n'importe quelle autre séquence 

(Yelamos et al., 1995). Un signal provenant de l'interaction de forte affinité entre Ag et Ig de 

surface indiquerait aux cellules d'arrêter le processus de mutation somatique (Kelsoe, 1995). 
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Au pic maximum de la réponse primaire le taux de mutations dans les régions V atteint 

environ 10"3/pb/division, puis il diminue à moins de 10"7 /pb/division après les autres 

immunisations. Après des immunisations répétées, les cellules B mémoire produisent une 

réponse d'affinité grandissante et continuent d'accumuler les mutations. Ensuite, pendant la 

génération de cellules productrices d'AC à partir de cellules B mémoire, les mutations cessent 

(Tsiagbe et al., 1996; Rajewsky, 1996). 

Le taux d'hypermutation a été évalué dans une lignée de lymphome folliculaire à 0.7x10· 

6/pb/division. L'addition d'IL2 et d'IL4 augmente ce taux de lü fois (Wu et al., 1995). Un 

exemple de 1' importance du microenvironnement des CG pour 1' induction des mutations 

somatiques est celui des cellules T porteuses d'un TCR Vall V~3. Ces cellules présentent des 

mutations somatiques dans leur gène Val] alors qu'elles n'ont pas lieu dans les régions V du 

TCR des autres L T situés dans le thymus ou les organes lymphoïdes secondaires (Zheng et al., 

1994). Le processus de mutation somatique n'est donc pas uniquement réservé aux cellules B. Il 

est intéressant de noter le taux de mutation élevé du gène LAZ3 (0.14 à 1.6 x 1 o-2/pb) dans les 

lymphomes dérivés des CG bien que ce gène n'ait aucune homologie avec les gènes d'Ig 

(Migliazza et al., 1995). 

V.3.4 Rôle des centres germinatifs dans la sélection positive et négative des cellules B 

mémoires 

Il existe deux phases de sélection dans les centres germinatifs: 

(i) au stade centroblaste, dans la zone sombre, les cellules autoréactives subissent 

une sélection négative si elles reconnaissent des Ag non présentés par un lymphocyte T et donc 

les anticorps du soi, 

(ii) au stade centrocyte, une sélection positive s'effectue au contact des FOC et 

des L T : les cellules capables de reconnaître avec une forte affinité les complexes immuns (Ag

IC) à la surface des FDC peuvent présenter cet Ag aux cellules T CD40L+ spécifiques (dans la 

zone apicale claire) et sont protégées, donc sélectionnées positivement dans la population des 

centrocytes et cellules B mémoire. Les cellules à faible affinité pour 1' antigène sont détruites par 

apoptose. (Tsiagbe et al., 1996; Rajewsky, 1996). 

Le contrôle génétique du processus de sélection ferait intervenir BCL-2. Alors que cette 

protéine n'est pas exprimée dans les cellules des CG, elle est détectée dans les petits 
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lymphocytes et les cellules B blastiques extra-folliculaires. Le signal Ag-Ig induit l'expression de 

BCL-2 qui protégerait de l'apoptose les cellules des CG ayant reconnues l'antigène (Liu et al., 

1992; Mc Lennan, 1994; Rajewsky, 1996). Des molécules d'adhésion et des marqueurs de 

surface sur les FDC et des cellules B, médient aussi la protection contre l'apoptose. Citons 

VCAM-1NLA-4, ICAM-1/LFA-1, CD21 (CR2), CD23 exprimé par les FDC, CD19 (Mc 

Lennan, 1994; Tsiagbe et al., 1996). La protection contre 1' apoptose par interaction avec les CFD 

fait intervenir un blocage rapide et irréversible des endonucléases. Elle est distincte des effets de 

CD40, CD21 et la fixation à 1 'Ig de surface (Tsiagbe et al., 1996). 

La susceptibilité des centroblastes à 1' apoptose est associée à de faibles taux d' AMPc, 

l'absence de BCL-2 et une forte expression de FAS (CD95), Mcl-1 et Bax (Tsiagbe et al., 1996; 

Rajewsky, 1996). 

V .5 Certains gènes intervenant dans le développement des centres germinatifs sont 

impliqués dans les leucémies et les lymphomes. 

Une partie des gènes intervenant dans le développement des centres germinatifs ont pu 

être identifiés notamment par les expériences de knock-out chez la souris. Parmi ces gènes 

présentés dans le tableau 2, page suivante, se trouvent RAG 1 et RAG 2 indispensables au 

réarrangement V(D)J des gènes d'Ig et du TCR, des facteurs de croissance ou des cytokines (IL-

4, lymphotoxine-a ), des récepteurs ou des marqueurs de surface des cellules B et T (CD 19, 

CD40, CD40-L,TNF-RI), des kinases et des facteurs de transcription (lyn, GC kinase). Il est 

intéressant de noter que certains de ces gènes sont impliqués dans le développement de leucémies 

ou de lymphomes : 

- LAZJ/BCL-6, dont 1 'implication dans la formation des centres germinatifs a été 

démontrée récemment par la réalisation de souris dépourvues d'un gène LAZJ/BCL-6 

fonctionnel. Les résultats de ces études ont été présentés plus haut (chapitre IV -6). 

- OBF-1/0CA-B/BOBJ : cofacteur B-spécifique de OCT-1 et OCT-2, facteurs de 

transcription des gènes d'Ig, est lui aussi essentiel à la formation des CG mais pas au 

réarrangement ni à la transcription des gènes d'Ig (Schubart et al., 1996). Curieusement, ce gène 

est le partenaire de LAZ3 dans la translocation t(3 ;11)( q27;q23) (Galiègue-Zouitina et al., 1996). 

- BCL-3 : identifié comme proto-oncogène impliqué dans la translocation t(14; 19) dans la 

leucémie lymphocytaire chronique B (LLC) (Ohno et al., 1990). Il code un membre de la famille 

IkB. Sa fonction dans la réponse immunitaire a pu être mise en évidence grâce aux souris BCLJ-

1-. Celles-ci sont incapables de produire des anticorps spécifiques de 1' antigène, les organes 
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lymphoïdes secondaires ont une microarchitecture anormale et ne présentent pas de CG, les 

souris présentent une perte partielle de cellules B et une absence de réaction immunitaire de 

protection Thl (Schwartz et al., 1997). 

L'altération de un ou plusieurs de ces gènes au niveau des cellules lymphoïdes pourrait 

modifier la prolifération, la différenciation ou la survie de ces cellules et participer à 1' expansion 

incontrôlée d'un clone, contribuant ainsi au développement d'un lymphome ou d'une leucémie. 
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Marqueur génétique altération immunitaire centres germinatifs 
majeure 

CD 40-/- Absence de commutation de Absent +1- Ag 
exprimé par LB et CFD classe des lg 

Altération de réponse T 
dépendante 

CD40L -/- Absence de commutation des Absent +1- Ag 
exprimé par L T activés lg 

Lyn -/- signal CD40 et LBJ Absent +/- Ag 
(tyrosine kinase de la famille auto-Ac 

src) 
CD19 -/- réponse Ac T -indépendante t diminution de 95 à 100%, 

marqueur LB réponse Ac T -dépendante t follicules normaux 
CD19f réponse Ac T -indépendante'l' réponse aux Ag J 

marqueur LB réponse Ac T -dépendante t 
CD23 -1- réponse Ac IgEtt normaux 

exprimé par LB et CFD 
IL4 -/- lgG 1 et IgE faible absents au niveau des Plaques 

réponse immune t de Peyer, normaux dans le 
reste des organes lymphoïdes 

IL2 -/- désordre lymphoprolifératif, hyperdéveloppés 
auto-Ac/immunité 

LT-a -/-, TNFR-I -/- Absence de ganglions Absent 
lymphatiques 

et Plaques de Peyer 
IL-5 -/- cellules B 1 et éosinophiles JJ normaux 
IL-6 -/- Réponse Ac IgG JJ taille diminuée, architecture 

anormale 
TCR-a -/- Auto-Ac, IL-2J, IL-4 t, IFN- rares, pas de réponse à 

y t, cellules Tyù tt l'immunisation 
TCR-p -/- réponse Ac T -dépendante JJ Absent 

LSIRF/IRF4 -/- blocage de la différenciation 
tardive des LB, Ig tt, Absent 
adénopathie lymphoïde 

Blrl formation ganglions Absent 
lymphatiques et plaques de 

Peyer affectée 
CD28 pas d' IgG 1 T -dépendante Absent 

Tableau 2 :Les centres germinatifs chez divers souris modifiée génétiquement. D'après Tsiagbe 
et al., 1996. 
LB : lymphocyte B, L T : lymphocyte T, CFD : cellule folliculaire dendritique, CD40-L : ligand 
du CD40, Blrl : récepteur de cytokine couplé aux protéines G, spécifique des LB, L T-a : 
Lymphotoxine-a, TNFR-1 : récepteur de type 1 du TNF (Tumor necrosis factor), LSIRF/IRF4 : 
facteur de transcription régulateur de l'interféron, lymphocyte-spécifique. 
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Les translocations impliquant la région 3q27 sont détectées dans près de 15% dans les 

Lymphomes non Hodgkiniens (L.N.H.) et représentent la troisième anomalie la plus fréquente 

dans cette pathologie (Offit et al., 1989; Bastard et al., 1992). Elles sont exclusivement localisées 

dans une région appelée M.T.C. (Major translocation cluster) de 3,3 kb, appartenant au premier 

intron du gène LAZ3/BCL6 (Deweindt et al., 1993). Ce gène code une protéine nucléaire 

comportant six doigts de zinc dans sa région C-terminale et un domaine conservé d'interaction 

entre protéines appelé BTBIPOZ dans sa région N-terminale (Kerckaert et al., 1993; Ye et al., 

1993; Miki et al., 1994). La protéine LAZ3/BCL6 se comporte comme un répresseur 

transcriptionnel sur sa séquence d'ADN cible (Deweindt et al., 1995; Chang et al., 1996). Son 

expression intervient dans la différenciation du tissu lymphoïde normal, plus précisément au 

niveau des centres germinatifs (Cattoretti et al., 1995; Flenghi et al.,1995). LAZ3/BCL6 est 

exprimé dans les cellules B matures des centres germinatifs contrairement aux précurseurs B 

immatures et aux plasmocytes (Cattoretti et al., 1995; Onizuka et al., 1995; Allman et al., 1996). 

Le rôle de LAZ3/BCL6 dans la formation des centres germinatifs et la réponse antigénique T

dépendante a été mis en évidence récemment par les études d'inactivation du gène chez la souris 

(Allman et al., 1997; Ye et al., 1997; Fukuda et al., 1997). 

Une dérégulation du gène LAZ3 dans les LNH pourrait résulter de deux mécanismes: 

1) l'hypothèse la plus couramment admise est celle d'une altération de 

1 'expression du gène par substitution de promoteur suite aux translocations qui interviennent 

dans le MTC et qui séparent le gène de ses régions régulatrices en 5' (Ye et al., 1995). Ces 

translocations/fusion ont lieu entre le gène LAZ3 en 3q27 et soit, les gènes d'Ig sur les 

chromosomes 14, 2 et 22, soit, d'autres gènes comme le gène RHO H en 4p 13 codant pour une 

nouvelle petite protéine G (Dallery et al., 1995), le gène BOBJ!OBFJ, en 11q23, codant pour un 

coactivateur des facteurs de transcription OCT1 et OCT2, spécifique des cellules B (Gstaiger et 

al., 1995; Strubin et al., 1995; Galièghe-Zouitina et al., 1996) ou du gène de l'histone H4 

(Akasaka et al., 1997). 

2) la présence de mutations et/ou délétions souvent bialléliques dans le MTC 

suggère l'existence d'autres mécanismes (Migliazza et al., 1995, Nakamura et al., 1995& 1996). 
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Cependant: - la protéine produite n'est pas modifiée pmsque le codon d'initiation de la 

traduction est situé dans l'ex on 3, qu'aucune mutation ne touche la partie codante et qu ïl 

n'existe pas de protéine de fusion, 

- jusqu'à présent, aucune corrélation entre réarrangement et expression du gène 

LAZ3 n'a pu être clairement établie (Otsuki et al., 1995; Bajalika et al., 1997). 

La fréquence des réarrangements au niveau de la région MTC du gène LAZ3 dans 30 à 

40% des lymphomes diffus à grandes cellules et 6 à 14% des lymphomes folliculaires nous a 

amené à étudier plus précisément cette région. 

Les études cytogénétique et moléculaire effectuées chez un patient (GUI) atteint de LNH 

et une lignée cellulaire établie (VAL) ont montré l'existence de réarrangements bialléliques au 

niveau du MTC du gène LAZ3 : (GUI) présente une monosomie du chromosome 3 et trois 

microdélétions de 22, 25 et 101 bp au niveau du MTC; (VAL) porte une translocation 

t(3;4)(q27;p13) sur un allèle et une délétion de 2450 bp dans le MTC sur l'autre allèle. 

Afin de localiser d'éventuels éléments de régulation transcriptionnelle dans la région du 

MTC du gène LAZ3, nous avons réalisé des expériences de transfection transitoire d'un plasmide 

rapporteur CAT, comportant la région du MTC placée en amont du promoteur de la thymidine 

kinase (tk). 

Nous avons entrepris une étude de la conservation phylogénétique du promoteur et du 

MTC afin de définir des régions bien conservées et donc susceptibles de jouer un rôle important 

dans la régulation de l'expression du gène LAZ3, médiée par cette région. Pour cela, nous avons 

cloné 1 'équivalent murin du promoteur et du MTC du gène LAZ3. 

Nous avons également tenté le clonage des protéines se fixant sur les séquences délétées 

chez le patient (GUI) par la technique de simple-hybride chez la levure. 

Enfin, nous avons étudié, dans les cas dont nous disposions, les conséquences des 

réarrangements du gène LAZ3 sur l'expression de ses allèles. 
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1 - DEUX CAS DE REARRANGEMENTS BIALLELIQUES DANS LE MTC 

1.1 Mise en évidence des réarrangements du gène LAZJ dans la lignée (VAL): 

La lignée (V AL) a été établie par le Dr. C. Bastard à partir de cellules médullaires d'un 

patient atteint d'un lymphome diffus à grandes cellules. Elle peut servir de modèle de 

progression tumorale. Son caryotype est le suivant: 

49,XX, dup (2)(p12p16), t(3;4)(q27;p11), t(8;14;18)(q24;q32;q21), + 8, + i[der(8q) t(8;14;18)], + 

12, dup(12)(q21q24) 

Il s'est avéré que la région du chromosome 4 impliquée dans la translocation t(3;4) n'est 

pas située en 4p 11 mais en 4p 13 (Dallery et al., 1997). La translocation t(8; 14; 18) est une 

translocation complexe impliquant les gènes MYC, BCL2 et les gènes d'Ig. Il s'agit 

probablement d'une forme secondaire réarrangée de la t(14;18)(q32;q21) présente dans les 

lymphomes centrofolliculaires. 

L'analyse en Southem blot de la lignée (VAL) a montré que le réarrangement de la région 

3q27 touche les 2 chromosomes 3: un chromosome est transloqué, tandis que l'autre porte une 

délétion d'environ 2,4 Kb dans la bande EcoRI de 3,3 Kb correspondant au MTC du gène LAZ3 

(Deweindt et al., 1993). La position du point de cassure ainsi que la taille et la localisation 

précise de la délétion ont été déterminées après clonage et séquençage des deux bandes 

réarrangées. Le point de cassure de la translocation t(3;4) est situé à 9 pb de celui de la t(3;14) du 

patient (LAR) (Kerckaert et al., 1993). Nous avons ensuite montré que la délétion sur l'autre 

chromosome mesure 2450 pb, qu'elle débute environ 100 pb derrière le premier ex on du gène 

LAZ3/BCL6 et qu'elle se termine à environ 300 bp du site Eco RI terminant le MTC (Figure 8, p 

65 et figure 12 p 78-79). 

1.2 Un autre réarrangement biallélique au niveau du MTC du gène LAZ3/BCL6 chez un 

patient 

L'étude cytogénétique de l'ADN de patients atteints de L.N.H., réalisée par le Dr. C. 

Bastard., a mis en évidence chez l'un d'entre eux (GUI), une monosomie 3, sans autre anomalie 

visible en 3q27. Par Southem blot, une délétion d'environ 200 pb dans le MTC fut suspectée sur 
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l'unique chromosome 3. Le clonage et le séquençage de la bande réarrangée (réalisés par S. 

Quiet) ont ensuite mis en évidence trois microdélétions de 101, 25 et 22 pb. également situées 

dans le MTC. Il est intéressant de remarquer que ces délétions sont situées à proximité de 

différents points de cassure (Figure 8, p 65 et figure 12, p 78-79). 

Aucune séquence similaire aux signaux de recombinaison heptamère-nonamère n'a été 

identifié à proximité de ces délétions, leur formation ne peut donc pas être attribuée à une erreur 

de la recombinase des immunoglobulines. 

D'autres altérations souvent bialléliques incluant des mutations et/ou des délétions ont 

aussi été localisées par PCR-SSCP dans cette région dans 73% des lymphomes diffus à grandes 

cellules et dans 47% des lymphomes folliculaires. Une zone de 730 pb située en aval du premier 

exon non codant, qui est mutée dans 28 cas sur 29 a été définie comme un major cluster 

(Migliazza et al., 1995) (noté MMC pour Major Mutation Cluster sur la figure 8a, p 65). 

D'autres réarrangements bialléliques du gène LAZ3/BCL6 ont été mis en évidence chez 7 patients 

atteints de L.N.H., dont 3 présentent une délétion (de taille indéterminée) au niveau du MTC 

(Nakamura et al., 1995). Une autre étude montre l'existence d'une délétion de 1,5 kb dans cette 

même région sur l'allèle non réarrangé d'un patient avec une translocation t(3;22) (Nakamura et 

al., 1996), laissant présumer l'importance de cette région dans la pathologie. 
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Figure 8: Cartographie des séquences humaines et murines analysées. 
a- Organisation génomique du gène LAZ3/BCL6 humain. b -carte de restriction du promoteur et du MTC humain. Les flèches indiquent les points de cassure publiés. 

MMC: Major Mutation Cluster, région préférentiellement mutée décrite par Migliazza et al., 1996. Les délétions sont représentées par des segments. ~ 

c- Histogramme illustrant les homologies entre les séquences humaine et murine présentées en b etc. Seuls le spourcentages supérieurs à 50% sont représentés. 
Des accolades montrent les différents domaines conservés Dl à 05. d- Carte de restriction de la séquence murine correspondant à la séquence humaine présentée en a. 
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II- EXISTE-T-IL DES ELEMENTS REGULATEURS DE TRANSCRIPTION DANS LE 

MTC? 

Afin de localiser d'éventuels éléments de régulation transcriptionnelle dans la région du 

MTC du gène LAZ3/BCL6, des expériences de transfection transitoire ont été réalisées à l'aide 

d'un plasmide comportant la région du MTC germinale ou celle du patient (GUI) placée en 

amont du promoteur de la thymidine kinase (tk), suivi du gène rapporteur de la chloramphénicol 

acétyl transférase (CAT). Les constructions utilisées sont présentées figure 9, ci-dessous. 

L'activité CA T obtenue à partir du plasmide pBLCA T2 vide sert de référence aux autres 

constructions. Cette approche fonctionnelle a pu être réalisée dans les lignées cellulaires HeLa et 

NIH3T3. 

MTC 

la lb 2 3 

--._ 

3,3 GGl 

·--. 

E Bell HE 

MTC 

pMTC-GUI 
~: 

pl.9H/Bgl II ~. 
p 1.3 Bgl II!H 

il
.: . . . . . . . . . . 1----t 

pH/Bel I pL'lGUilOO pBLCAT2 ~ 

1 RCAT ~ 
IMTCI 

Figure 9 : Schéma des différentes constructions utilisées en transfection transitoire. 

CAT : gène rapporteur de la chloramphénicol acétyl transférase. E: Eco RI, H: Hindiii. 



67 

Il. 1 Transfections dans la lignée cellulaire HeLa 

Les premières expériences ont été effectuées dans les cellules HeLa par la technique de 

transfection au DOTAP (Boehringer), et la normalisation des extraits par rapport à la mesure de 

leur DO à 280 nm, suivie d'un test CAT et du comptage de la radioactivité par scintillation (cf 

Matériel et Méthodes). Les résultats obtenus, présentés figure 1 0-A et 1 0-B p 68 et 69 et figure 

11, p 72 montrent un effet répresseur de la région MTC (construction pCAT-MTC5) sur la 

transcription d'environ 70% par rapport au témoin pBLCAT2. Cet effet dépend de l'orientation 

du fragment puisque l'effet répresseur du même fragment orienté en sens inverse de transcription 

n'est plus que de 20% (construction pCAT-MTCA5). Une partie de cet effet répresseur provient 

des séquences qui sont délétées dans le MTC du patient (GUI) car leur absence diminue le taux 

de répression du MTC ceci uniquement si le sens de transcription est respecté (constructions 

pMTC-GUI contre pCAT-MTC). Les résultats obtenus avec la construction contenant 

uniquement la séquence délétée de 101 pb chez (GUI) ne permettent pas de conclure quant à son 

rôle sur la transcription puisqu'elle est soit répressive, soit activatrice selon les deux séries 

d'expériences. Deux sous-fragments du MTC ont aussi été testés: la construction p1.9H/Bglll 

comprenant la partie 5' du MTC et la construction p1.3Bglii/H comprenant l'autre partie du 

MTC à partir de la séquence G22. Le sous-fragment 1.3Bglii/H a un effet activateur d'environ 

50% par rapport au témoin. Il n'est pas possible de conclure sur le rôle du premier étant donné 

l'écart-type entre les valeurs obtenues. 

La technique de transfection à la lipofectamine et l'utilisation d'un vecteur de 

cotransfection, pSVLuc, comportant le gène rapporteur de la luciférase, ont été employées par la 

suite (cf Matériel et Méthodes). Les résultats obtenus dans la lignée HeLa sont présentés figure 

1 0-B, p 69. Le faible nombre de points réalisés est du à des problèmes de contaminations ou une 

faible efficacité de transfection de certaines constructions. Le MTC n'a cette fois plus d'effet sur 

la transcription quand le fragment est orienté dans le sens de transcription. En sens contraire, il 

réprime d'environ 50% la transcription dans 4 séries d'expériences mais montre une faible 

capacité activatrice dans 2 séries. L'activité du fragment 1.9H/Bglll est équivalente à celle du 

témoin, il ne joue donc apparemment aucun rôle sur la transcription. Le sous-fragment H/Bc/1 du 

MTC, comprenant une partie de l'exon 1 et le début de l'intron 1, montre une capacité activatrice 

de transcription de 50 à 300%. Il n'est pas possible d'évaluer le rôle des délétions (GUI) dans ces 

séries étant donné le faible nombre de points réalisés avec les constructions pMTC-GUI. 
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Figure lO.A : Effets des séquences du MTC en transfection transitoire par DOTAP dans les cellules 
HeLa. 
L'activité des différentes constructions pour chaque série d'expérience est présentée sous forme de 
tableau (Al) et de graphique (A2). L'activité CAT est exprimée en pourcentage par rapport à celle du 
plasmide témoin pBLCAT2 qui est ramenée à 100. Chaque valeur est la moyenne de deux à quatre 
points par série. Abbréviations : ns : non significatif, - : non déterminé. 
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Figure lO.B : Effets des séquences du MTC en transfection transitoire par lipofectamine dans les 
cellules HeLa. 
Après correction selon l'activité du vecteur pSVLuc, 1' activité CA T a été mesurée par comptage à 
scintillation liquide. Elle est exprimée en pourcentage par rapport à celle du plasmide témoin 
pBLCAT2 qui est ramenée à 100. L'activité des différentes constructions pour chaque série 
d'expérience est présentée sous forme de tableau (Bl) et de graphique (B2). Abbréviations : ns: non 
significatif,- :non déterminé. 
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Figure 1 O.C : Effets des séquences du MTC en transfection transitoire par DOT AP dans les cellules 
NIH3T3. L'activité CAT est exprimée en pourcentage par rapport à celle du plasmide témoin 
pBLCAT2 qui est ramenée à 100. L'activité des différentes constructions pour chÇtque série 
d'expérience est présentée sous forme de tableau (Cl) et de graphique (C2). Chaque valeur est la 
moyenne de deux à quatre points par série. Le comptage du pourcentage d'acétylation a été effectué 
par scintillation liquide. Abbréviations : ns : non significatif, - : non déterminé. 
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Figure 1 O.D : Effets des séquences du MTC en transfection transitoire par lipofectamine dans les 
cellules NIH3T3. Après correction selon l'activité du vecteur pSVLuc, l'activité CAT a été mesurée 
par comptage à scintillation liquide pour les séries 1 à 3, et par comptage au Phosphorimager pour les 
séries 4 et 5. 
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Figure 11 : CAT essai représentatif des résultats obtenus dans la lignée HeLa (A) 
et NIH3T3 (B). Le pourcentage d'acétylation de chaque point est indiqué. 
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Le fragment 1.3Bgni/H conserve un effet activateur de transcription de 60%. toutefois ce résultat 

ne provient que d'une seule série d'expériences. 

Dans les cellules HeLa, l'activité du MTC sur la transcription étant différente selon la 

technique utilisée, il est difficile de conclure. Concernant les séquences délétées dans le MTC du 

patient (GUI), selon la technique de transfection au DOTAP, elles interviendraient dans l'activité 

répressive du MTC sur la transcription observée. Le sous-fragment 1.9H/Bglll du MTC n'a pas 

d'effet sur la transcription cependant, il contient le fragment H/Bcll qui à lui seul augmente la 

transcription de 2,5 fois en moyenne. Enfin, le fragment 1.3Bgni/H qui contient les séquences 

G22 et G25 active la transcription de 1,5 fois. Ce fragment pourrait contenir des séquences 

activatrices compensant l'effet des séquences G22 et G25. 

II.2 Transfections dans la lignée murine NIH3T3 

Les mêmes expériences ont été réalisées dans la lignée NIH3T3 par les techniques 

DOT AP et lipofectamine en utilisant le vecteur pSVluc comme témoin de transfection dans les 

deux cas (figure 10 Cet D, p 70-71 et figure 11, p 72). 

En ce qui concerne les résultats obtenus par DOTAP (figure 1 OC, p 70), on note un effet 

répresseur du MTC de 50% en moyenne par rapport au témoin dans le sens de trancription. Les 

valeurs obtenues par la même région clonée en sens inverse ne permettent pas de conclure (écart

type trop important). Les délétions (GUI) ne modifient quasiment pas le taux de répression. La 

séquence .:1(GUI)l01 seule, active la transcription de 50% en moyenne. 

Par la technique de transfection utilisant la lipofectamine, les résultats obtenus avec le 

MTC germinal sont concordants avec les précédents. En revanche, la répression per le fragment 

porteur des délétions (GUI) est beaucoup plus prononcée (près de 90% de répression). Cet effet 

est moins important en orientation inverse (70%). Ces résultats suggèrent que les séquences 

délétées chez le sujet (GUI) sont des séquences activatrices dans la lignée NIH3T3. Le rôle de la 

séquence .:1(GUI) 101 est difficile à interpréter puisque son effet varie selon les séries. Il en est de 

même pour les fragments l.9H/Bgni et l.3BgniiH. En revanche, le fragment H!Bcll montre une 

capacité activatrice de transcription de 2 à 3 fois. 

Dans la lignée NIH3T3, le MTC est capable de réprimer la transcription de 50% s'il est 

orienté dans le sens de trancription. La présence des délétions dans le MTC du patient (GUI) 

augmente cette capacité répressive de 30 à 40% quand le fragment est orienté dans le sens de 

trancription. Les séquences délétées ont donc probablement un rôle activateur sur la transcription 
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dans la lignée NIH3T3 (contrairement aux cellules HeLa). Pourtant la séquence ~(GUI) 101 seule 

n'est activatrice que dans une série d'expériences. Comme dans les cellules HeLa, le fragment 

Hl Bell est activateur de 2 à 3 fois, tandis que le fragment 1.9H!Bglll n'a quasiment pas d'effet. 

Des essais de transfections dans différentes lignées de type B (Raji, Karpas 562 et Karpas 

422) et la lignée T HSB2 ont été tenté par DOTAP ou lipofectamine puis par électroporation en 

faisant varier la quantité de cellules, la quantité de plasmide ou la dose de lipofectamine. 

Malheureusement ces tests n'ont pas permis d'obtenir des taux de tranfection corrects dans ces 

cellules. Des expériences de transfection par lipofectamine dans les lignées COS-1 (cellules de 

rein de singe) et HT29 (tumeur du colon) n'ont pas montré de différence significative entre les 

différentes constructions par rapport au témoin pBLCA T2. 

Ces expériences de transfection n'ont pas permis de mettre en évidence un rôle 

prépondérant de la région MTC sur la transcription. Etant donné les différences peu significatives 

entre les valeurs obtenues, il n'est possible que de donner une tendance de l'effet des 

constructions sur la transcription. La région du MTC tend à diminuer l'activité d'un promoteur 

hétérologue (en l'occurence tk) dans les deux lignées. Le fragment 1.9H/Bglll n'a pas d'effet sur 

la transcription dans les deux lignées étudiées. Le fragment Hl Bell en 5' du MTC est activateur 

de 2 à 3 fois dans les deux lignées. Les délétions (GUI) renforcent l'effet répresseur du MTC 

dans la lignée NIH3T3, cet effet est moindre dans la lignée HeLa. Il aurait été intéressant 

d'étudier l'effet de ces délétions ou d'autres réarrangements sur la transcription du gène LAZ3, 

mais nous ne disposons pas de matériel pour réaliser une lignée cellulaire à partir du patient 

(GUI) ou d'autres patients. Concernant la lignée (VAL), le gène LAZ3 s'exprime malgré la 

présence d'un double réarrangement dans le MTC. 

Les expériences de transfection réalisées ne permettant pas de dégager les régions du 

MTC importantes dans la régulation de la transcription, une étude de la conservation 

phylogénétique du promoteur et du MTC a été réalisée afin de définir des domaines bien 

conservés et donc susceptibles de jouer un rôle dans la régulation de l'expression du gène 

LAZ3/BCL6. 
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III - COMPARAISON DE SEQUENCES DES REGIONS S' NON TRADUITES DU 

GENE LAZ3/BCL6 HUMAIN ET MURIN. 

Nous avons pu observé que la région MTC, pourtant en majeure partie intronique, est très 

conservée entre les espèces, par l'utilisation de plusieurs sondes dérivant du MTC qui ont révélé 

un important signal d'hybridation sur un zooblot (résultats non publiés). Ce résultat a été publié 

par l'équipe de Baron et al., qui montre en 1993, la conservation phylogénétique de la région du 

point de cassure sur le chromosome 3 entre le lapin, le rat, le veau et le singe. Afin de préciser le 

degré de conservation du MTC, nous avons cloner son équivalent chez la souris. 

III.l Clonage de l'équivalent chez la souns du MTC et du promoteur du gène 

LAZ3/BCL6. 

Une banque d'ADN génomique de souris (donnée gracieusement par A. Bègue, Institut 

Pasteur de Lille) a été criblée avec le fragment EcoRI de 3,3 Kb du MTC humain (Sonde A, 

figure 8, p 65) dans des conditions d'hybridation peu stringentes (cf Matériel et Méthodes). Un 

seul clone (GM38) a été obtenu, un fragment Eco RI de 3,1 Kb s'hybridant avec la sonde A a été 

sous-cloné dans un vecteur pBluescript (Stratagène) puis séquencé (plasmide Q2). L'extrémité 5' 

de ce fragment commençait dans le MTC, au niveau de la séquence correspondant à la délétion 

~(GUI)22. Le fragment Pstl de 0,7 Kb provenant de la partie 5' du plasmide Q2 a été utilisé 

comme sonde (sonde B) pour cribler à nouveau la banque dans des conditions stringentes. Deux 

clones ont été obtenus (NIH2A et NIH2B), un fragment EcoRI de 3.2 Kb et un fragment Pstl de 

1.9 Kb s'hybridant avec la sonde B ont été sous-clonés et séquencés (plasmides 2A et B6). Ces 

fragments débutaient plus en 5' que Q2 mais ne contenaient pas l'extrémité 5' du MTC. Le 

fragment Hindiiii Bell du MTC humain (sonde C) a été hybridé sur l'ADN des deux phages 

NIH2A et NIH2B et a permis d'identifier et sous-cloner une bande Pstl de 1.6 Kb du clone 

NIH2B (plasmide E6). La séquence a révélé que ce fragment contenait une partie du promoteur 

et du MTC du gène LAZ3/BCL6 murin. 

L'alignement des séquences des différentes constructions a été réalisé par le programme 

NALIGN du logiciel PCGENE. Une représentation schématique est présentée figure 8c, p 65. 

L'alignement des séquences révèle l'existence de domaines très conservés entre l'Homme et la 

Souris (figure 8c, p 65 et figure 12 p 78-79). La totalité de la séquence humaine comprenant le 
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promoteur et le MTC du gène ( 4310 pb) présente une homologie de 79% avec son équivalent 

murin (4138 pb). 

III.2 Conservation de séquence du promoteur. 

Le premier domaine conservé Dl, qui correspond au premier Kpb de l'alignement, se 

superpose avec la région promotrice humaine du gène LAZ3/BCL6 déjà caractérisée (Ohashi et 

al., 1995). La comparaison de séquence avec son équivalent murin montre une homologie de 

79% (Figure 8, p 65). Plusieurs éléments de réponse déjà décrits sont très conservés chez la 

souris: deux E-box, un site de reconnaissance pour respectivement les facteurs de transcription 

LAZ3/BCL6, Spl et GATA-1 sont entièrement conservés; en revanche, certains éléments de 

réponse n'existent que chez la souris. Par exemple il existe un deuxième site Ap 1 et des sites 

potentiels pour les facteurs PEA 3, SRF, PUl et Ap3 chez la souris (voir Figure 12, p 78-79). 

Deux CCAAT boxes (positions 511 et 666 figure 12) et quatre TATA boxes potentielles (positions 

60, 310, 1004 et 1118, figure 12) ont été localisées chez l'homme. L'une d'entre elles est 

entièrement conservée chez la souris mais ne correspond pas à la TATA box identifiée chez 

l'homme par Ohashi et al., 1995. Cette dernière n'a d'ailleurs pas d'équivalent chez la souris. 

La région autour du site d'initiation de la transcription appartient au domaine conservé 

D2 qui montre 83% d'homologie avec la séquence murine. Le début de l'ADNe murin publié 

commence 491 bp en aval de l'humain. Le site d'initiation de la trancription chez la souris n'est 

pas connu mais il est possible qu'il soit différent de celui observé chez l'homme. 

III.3- Conservation de séquence du MTC. 

Les résultats de l'alignement des séquences humaine et murine correspondant au MTC 

font état d'une importante homologie de 79%, aussi importante que celle du promoteur. Cette 

étude a permis de délimiter dans le MTC trois domaines conservés: D3 (d'environ 400 pb), 

contenant la fin du premier ex on non codant et les 250 bp du premier intron; D4 (d'environ 1 ,2 

kb), contenant les trois délétions (GUI) et DS (d'environ 350 pb), contenant la fin de la délétion 

(V AL) (Figure 8c, p 65et figure 12, p 78-79). 

Le domaine 03 montre 94 % d'homologie avec son équivalent munn. Ce taux 

d'homologie n'est pas seulement dû à la présence de séquences exoniques souvent bien 

conservées puisque sans la séquence de l'exon lA, le taux d'homologie du domaine 03 reste de 
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90%. Deux sites consensus Stat6 entièrement conservés susceptibles d'être reconnus par la 

protéine LAZ3/BCL6 sont présents dans le premier exon non codant. Ils pourraient intervenir 

dans un processus d'auto-régulation du gène LAZ3/BCL6. D'autant plus qu'ils sont situés dans le 

fragment Hl Bell transcriptionnellement actif dans les cellules HeLa et NIH3T3. 

Dans le domaine D4, les séquences correspondant à une délétion chez le patient GUI 

appartiennent à de petits blocs de forte homologie (92%). Il est important de noter que le 

fragment de 22 bp est homologue à 100% à celui de la souris, celui de 25 bp est identique à deux 

bases près (en plus chez la souris) et celui de 101 bp est un peu moins conservé mais reste 

homologue à 81%. Les délétions (GUI) ne correspondent pas à des séquences reconnues par des 

facteurs de transcription, pourtant ces délétions sont les seules anomalies en 3q27 de l'allèle 

unique de ce patient. 

Le domaine D5 situé à la fin du MTC montre 83% d'homologie, c'est dans cette région 

que se termine la délétion (V AL). 

Une recherche de séquences répétées a été effectuée. Aucune séquence répétée directe ou 

inversée de plus de 15 pb n'a été trouvée dans la séquence humaine. Trois séquences répétées 

directes sont présentes dans la séquence murine. Des séquences palindromiques ont été localisées 

dans les deux séquences, l'une d'entre elle est superposée en partie à la séquence délétée 

(GUI)22 et entièrement conservée. 

La recherche de sites connus pour intervenir dans la recombinaison au cours des 

translocations chromosomiques révèle l'existence de plusieurs séquences Chi-like notamment à 

proximité du point de translocation t(3; 11) de la lignée K231 ( Galiègue-Zouitina et al., 1996). 

Une autre séquence Chi-like se situe une quarantaine de bases en amont du début de la délétion 

(VAL) (voir figure 12, p 78-79). Ces sites sont très proches du site de fixation du complexe C 1 

ou de la protéine bp45 (Jaeger et al., 1994). Un site reconnu par la Transline a déjà été identifié à 

proximité du point de cassure d'une t(3;14) (Aoki et al., 1995). Un autre correspondant 

exactement au consensus GCC(A/T)(G/C)(G/C)(A/T) est localisé juste en amont de la délétion 

décrite par Nakamura et al., en 1996. Deux autres identiques à une base près sont localisés en 

position 2323-2330 à environ 200 bp en amont de la délétion (GUI) de 101 pb et en position 

4127-4134 à 90 pb de la fin de la délétion (VAL) (voir figure 12, p 78-79). Mais jusqu'à présent 

le rôle de la Transline dans la genèse de délétions n'a pas été montré. 

Légende de la figure 12 p 78-79: Les éléments régulateurs potentiels sont soulignés, ceux entièrement 
conservés sont encadrés. ( + 1) : site d'initiation de la transcription chez 1 'hommeS7

: bordures des 
délétions, T: points de translocation. La fin du premier exon est indiqué par S.D.(site donneur 
d'épissage). 
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657 

665 
PU.1 Sp1 Sp1 

H- ~CAAAAA TAAGCTTCTTTCAATAGTATTAGTATTGAAATAATACATCTTTAAA-ACGCTTGAGGGAT G-GA-A-----AGA-AAAGGCA---CGTA------CAAAAAAATCCACCGATG-CCGATCCTGTGATTTACGT 787 
11111111 111111111 11111 1111111 11111111 1 Il 11111 1 1 1 Ill 1 1 Il 1 Ill 1111111 Il 1 Ill 1111 1 Il 1111 1 1 Il 1111111 1 

M- ~CAAAAA TAAGCTTCTGTCAATGGTATTAGG-TTGAAATATTGCACCTTTAGAGA-G--AGAGAG-- GAGAGAGAGAGAGAGAAAGGCAGAACGCAGGGAGACAATAAAACCAACGAATGACAGTCCCGACGATTTACAT 808 
CCAAT-Box C/EBP GATA-1 

H- AACACCACAAAC TGCAAAAGG AAAAAATCAGAAGC----AAAAATCC--A--TAAACCATCAAAATACAGAAACCAAAA--ATCCCAAGCCACCA-CACCAGAAAGAAAAAAACCCAGAACAACAGC---AA-A-AACCCCTGTCCTA 921 
1111111111111111111111 11111 11111111 11111 Il 1 1111 Ill 11111111 1 Il 1 11111111111111 1 Il 1111 1 Ill 1 1 Il Il 1 Il 11111 1 

M- AACACCACAAAC -TCAGAAGCGGAAAAAAAACCCCACCTAAATCATTAAAATACA-A---CAGGAGCATCCCAAGCCACCATCCCC--AAAGGA-----CCCCCCCC--CCGCCCCAACATAAT---TGTCCCA 941 
Sp1 TATA Box 

H- AATAAAAATAAA AAA CCCACCGAAAACTGCTTGGCAAATATTTTTCTCGTGGT-C AAT TCTAGTTGGAAAGAGCTGTGATGTTTATTTTATTTTATTTTTCTCTTACTCGCCTCTCTAACCCTACTATATATATAACATA 1070 
11111111 Ill 1111111111111111111111111111111111111111111111 1111111 11111 11111 11111111 1 11111 Ill 1 Ill Il Il 1111 """"Ill 1 1 11111 1 

M- AATAAAAA AAA CCCACCGAAAACTGCTTGGCAAATATTTTTCTCGTGGTGC AAT TCTAGCTGGAAGGAGCTGTG--G--TATTT-ATTGT-TTTCTCCCTCCCTCGTCTCTCTAAACCTGC-----CTCTAACACA 1080 
+1 TATA Box APJ 

H- CTT-TT~GTGGTTCAAAC-CTCTCGCTCCCTTTTGTGCATTTAGCTCGATCTGCTGAGTTTATGGGTAAGAAAG-AAGGAATTAGCCCCAGACCCCGGGAAAGCAAAGCGCACTCCCCCTCTTATGTCACCGAATAGCAAATTAGTT 1217 
Ill Ill 1 Il 1111 1 111111111111111111 11111111111 Il 1111111111111 Il Il Ill 111111111111111111111111111111111111 1111111111111111111111111111111 

M- CTTG~~CTAAC-GGCTCAA-CTCTCTCGCTCCCTTTTGTGTATTTAGCTCGAGGAGCCGAGT~~ATGGGTAGGAGAGGAAG-AATTAGCCCCAGACCCCGGGAAAGCAAAGCGCACTCTCCCTCTTATGTCACCGAATAGCAAATTAGTT 
STATX Transllne V ST-+ 

1227 

H- TCAGAA TCCAGAGGCCGAGCTTTGCTACAGCGAAGGCGCCGACGTCACAGAGGAGGAGCCCACGTGATGGAGGCGGA-CGAGGCCATACCATCGTCTTGGGCCCGGGG-AGGGAGAGCCACCTTC-AG--GC-C-C-CCTCGAGCCTC 1359 
1111111 11111111111111111111111111111 111111111111 1111111111111 Il 111111 Il Ill 1 111111 Ill 1111111 111111 1 1 1111 Il Il 1 1 Il Il "" 

M- TCAGAA TCCAGAGGCCGAGCTTTGCTACAGCGAAGACGCCGACGTCAC------GGAGCCCACGTGACGGCGGCGGAGCG-GGCGGTTCCATCG--GTGG-CCCGGGGCAGGGAGGGTCGCCTTGTAGCCGCGCGCGCC-CG--CCTC 1364 

H- GAACCGGAACCTCCAAA--TCCGAGAGC--C--T-CTGCTTATGAGGA-CCTCGA-----AATAT--GCCGGCCAGTGAAAAAATCTTGTGGCTTTGAGGGCTTT-TGGTTGGCCAGGGGCAGTAAAAATCT-CGGAGAG-----CTGAC 1487 
1 Ill Il Il 1111 1 Il 1 1 1111 1 Ill Il Ill 1 Ill 1 1111 Il 1 1 1 Ill Il Il Il Il 1111 Ill Il Il 11111 1 Ill 1 

M- G----GGA-CCCCCGGTGTTCCG-G-GCGGCGGTGCTGC----G-GGAACCACGATCCGCACTATAGGGCGGCGAGCGG------CGCG-GGCCC-GA--GCATTCTGCC-GGCC-GGG--AGG-----GCTGCGGAGCGGGCCGCTGCC 1483 
STATX BCL6 S.D. 

H- ACCAAGTCCTCCCCTGCCACGTAGCAGTGGTAAAGTCCGAAGCT TCCGA TGAGCTCTGTT TTCTTA TGGG TTCTTA TGGTGATGCAAGAAGTTTCTAGGAAAGGCCGGACACC~TGATTATTGCTGTT 
Ill 1111111111111 Il 1111 11111111 Ill 111111111111111111111111111111 11111111111111 1111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

M- ACCGAGTCCTCCCCTGCTGCGGAGCAATGGTAAAGCCCGCAGCT TGAGCTCTGTT TGGG TGGTGATGCAAGAAGTTTCTAGGAAAGGCCGGACACCA TGATTATTGCTGTT 
Chi-like V VAL-+ 

1637 

1633 

H- GCTGCCGCCGCTGCTGCTGCTACTGCCGCCGCCGCCGCTGTTGCCGCTGGTGCCGCTGCCGCCGCCGCTGCTCAT-GATCATTATTTTACCTTTTAATTCTTTTTTTTT-CCGCTCTTGCCAAATGCTTTGGCTCCAAGTTTTCTATGTG 1785 

11111111111 11111 Ill """"""""""""""""""""""""" 111111111111111111111111111111111 11111 """"""""""""" 1111111 M- GCTGCCGCCGCCGCTGCCGCT---GCCGCCGCCGCCGCTGTTGCCGCTGGTGCCGCTGCCGCCGCCGCTGCTCACAGATCATTATTTTACCTTTTAATTCTTTTTTTTTTCCGCTTTTGCCAAATGCTTTGGCTCCAAGTTTCCTATGTG 1780 
LYST 

H- TATCTATTGATATAAATGTATATATTTATTTATTCTAGCTGTCAGGTGTTAAAATAAATGCCGAAGATTAGTCCCACGTCTCTCCCACCATAGGATATAGATTGTT---AT--GTATTTATTATTATTATTGTTGTCTT-TGAGTGAATC 1929 
111111111111111111111 11111111 1111111111111111111111111111111111111 Il 1111111111111111 111111 Ill Il Il Il 11111 Il Il Il Il 1 1111 Il 1 1 

M- TATCTATTGATATAAATGTATCTATTTATTGATTCTAGCTGTCAGGTGTTAAAATAAATGCCGAAGATCAGCCCCACGTCTCTCCCACTGTAGGATCTAGCTT-TTCGCATACGTATTC-TTCTTCTTCTTCT--TCTTCTGGGGGG--- 1923 

H- GGCCGT-TTGGGGAGGCTTTTCCACCCTCCCTTGTGTTGTTTTGGTTTTT-----G--GAAA-GGAG-G--TGGAGGAGA---GGAAGGAGGGGAATTAGGGGGCGGCCGGAGCAGAGAGGACGAGACAGTGCTTGGGGGGTGATTCGGG 2064 
Il 1 1 Il 11111 1 Il 1 Il 11111111111 1 1 1111 1 1 1 1 1 Il 11111 1 1 1 Il Ill Il 1 1 Ill Ill 1 11111 

M- GGTCTTCTT-------CTTTT------T---TTTTTTTTTTTTGGTTTTTTTTTTGCTGTCTTGGAGCGCCTCG-GCCGCCTCGG--GGAGGC---T--GTGCGCAGCCT--GC--------C----CGGTG-TTG-----T--TTCGG- 2026 
PAIT 

H- CTAGTCTGGGGGCTGTCTGGCCCCAGACCGCGGAGAGGACGCGCGCGTCGCTCTCGCTCTTTCTGCTGCTGCTTGCGTACGGCTTGTGATCTCTCTGGATTCGTGCGGCTGTGTTTTTTCCCTCTTTTCTCGCTTGCAAACTGCTTTCCT 2214 
1 1 Ill 1 1 1 1 Il 1 11111 Il Il Ill 1 Il Ill 1 1 1 11111 1111 Il Il 1 Ill Il 1 Il 1 1 Ill 1 1111 11111 1111 Il 

M- -T--TTTGGAGAC-G-CAGGG----G--CGCGG---GG-CG-GCG-G--GC----GCT------G--G--G-TTGCG--CGGCCTGGGAGGGC---GGAC-CG--CAGC-G-G------CCC------CGGGCTT-CAAACGGCTTAGCT 2119 



;)IYJI.._ y ~ 
H- TGCTCCGTCGCTCCTGGCTCCGCTTCC---CTCCCTCCTCTTTTTCCTCGCCTCTTCTTCCTTCCCTTCCCCTGTCCTTCTGGGTAACTCCGGGAGGCAAAAAG--GGAGGCTGCCCGCTCGCCGCCCCGCTGGCTCTCTTCCATCGGCC 

1111 1 Ill Il Ill 1111 1 Il Ill Il Il 1111 Il 1 Il 1111 1111 1 Il 1 1 1 1111 Il 1 1 Il Il Ill 1 Il 1 1 Il 111111 1 1 1 Il 11111 
M- TGCTT--T--CTC-TGACTC-GCTTGCAAACTGCCT--TC-----CC-CGCCGCTGC---CT-CCCT-CCCC-G--CT-CAG--TT-CTCCCGGTGCCG---AGTTGGCGGC-GTCCAC-CACC-CCCCGC---C-CGC--CC--CGGCC 

H- TCGGTCTTTTAGATTCCCTGCC-TTCG-AGCCGAA-CCGAGATTT---GGAAGGAAAAAATGCAAGCGAACTCTT----TGG--GTTTT-TGTTT---TTGTT-TTTTTGGTCATAAATCCAGATGAGATGAAGTATCGTGTCTACTA-T 
Il 1 1 1 11111111 Il 1 1 11111 Ill Il 1 Il Il 111111111 11111 1 Ill 11111 1 Ill Il Il 11111111111111 11111111 111111111111 1 1 1 

M- CCG--C----ACAGTCCCTGCCCTT-GCACCCGAAGCCGGGAGTCAGCGGGGGG----AATGCAAGCCAACTCCTCGGCTGGTTGTTTTAT-TTTCCCTT-TTCTTTTTGGTCATAAAGCCAGATGA-----AGTATCGTGTCTGC-AGT 
sz ~ ~GUI101 ~ LAR... v ... VAL 

H- TTCCTTTCAGAGCCGTGATCTTCCTAATGAGAGCCGAGTGTTTTGGTG-----TTCCCTGCCCCTGTGTTTTGGGGAGCTTGGGGGCGGGGATGTTGAACACTTTGAAAATTATTCTTTCTTGGTTGTAGTCGAGGGAGTCGGGAACCTC 
1111111 1111111111111111 Il 11111 1 1111111111 1 Ill Il Ill 1 1 11111111111 111111 1111111111111 1111111111111 11111111 1111111111 1 

M- TTCCTTTGAGAGCCGTGATCTTCCCAAGGAGAGAC-AGTGTTTTGG-GAAGGCTTC---GC---------TTGC--A-CG-GGGGGCGGGGACGTTGAATACTTTGAAAATTACTCTTTCTTGGTTGGAGTCGAGGCAGTCGGGAAC--C 

H- CGCG--CGCTC--TCCCTGCTCATCCCGAGGAGAG-AGACT-GATGGACGGGACAGGGCTTCTTGGGGT-GGGTGGGGAAAGGGGTGCGCACT-----------------------------GCACCTGCGATGC-CTTTCAGTGTGCGG 
Il 1 11111 1 1111 Il 11111111 Il Il Il Il Il 1111111111 Il 111111 1111111 1 1111111111 1 111111111 Il 1111111 11111 

M- CGGGTGCGCTCGGT--CTGCCCAGCCCGAGGA-AGGAGGCTTGAAGG-CGGGACAGGGATT-TTGGGGGAGGGTGGG-AGAGGGGTGCGCGGTTTTTTTGTTTTTTGTTTTTTGTTTTTTTTGCACCTGCG--GCGCTTTCAGCGTGCG-
... 8 

H- GGGGACTCAGGGAA--CCTCGACAGGACAGCCTGGGAGAAC-GAGAAAGGTGGCGGGATTTCTGGC--CGCTGCGGTGTTTGTATTTTGGGCGCTGCGTGACT-CTGTGTTGGCTCCCAATGGC--T-GTTGCCTCCCTTTCCTAAATTT 
1111 1 Ill 1 1 1 Ill 11111 Il Il 1 1 Il 11111111111111111 1 1 1 1 1111111111111111 11111111111 1 1 111111 Il Il 1 Ill 11111111 11111111 

M- --GGACCCGGGGGGGTCTTGGCCAGC-CAGCCCGG-AGCTCCG-GAGAGGTGGCGGGATTTCTGACANC-CA-CAGTGTTTGTATTTTGGGTGCTGCGTGACTGCCAT--TGGCTCTCA---GCAGTAGTTCCCTCCCTTAACTAAATTT 
~sr v 

H- TATTTTATTTTTTCCCAT-GGTGCAAGCTCTGT-------------AAAAAGGGAACTGCGGGCCTGAGCGTAGT-G-GAC-GCCAGGCTTCA-GATTCCCGAGGTCCTTACCTTGGGCGA-GGA-GAAAGACGAACAGAGCCCCAGCCC 
1111 111111 Ill 1 1111111111 Ill 11111 Il 1 Il 1111 1 Ill 1 1 Il 1111 11111 1111111 111111111 11111 Il Ill 1111 111111111111111 

M- AATTTCATTTTTCCCCCTTGGTGCAAGCTGTGTTT~GTGGCCCTG-G-GTA-TAGCGATAGCCACTCTTCAAGATTCCCAAGGTCCTTATTTTGGGAGAAGGAAGAAA----AACAGAGCCCCAGCCT 

u ~ ~GU122 ~ V KC1445 ... 
H- GCGTTCCTTATGTGCAAGACTCAGG-AGGAGA-GAAGGGC-ACTTTGTGG---CCGTGGCTGAGGGGACCC-GGCGCGGGAGGAGCGGGCGCGGGCGCGAAAGGGAGATCTTTGTGAGTGATTTTGCAAAAATACATTGCGAGGTTGGTT 

11111111 Il Ill Il 11111 Ill Il 111111 1111111 1 Il Il Ill 11111111 Il 1111111111111 Ill 1 1111111111111111111111111111111 1 111111111111111 
M- GCGTTCCTGATTTGC--GA-TCAGGGAGG-GAAGAAGGGGTACTTTGTAGATTCC-TG-CTG-GGGGACCCCGGA-CGGGAGGAGCGGGTGCG------ATAGGGAGATCTTTGTGAGTGATTTTGCAAAAACAGATTGCGAGGTTGGTT 

u ~ ~GUI25 ~ V K231 ... 
H- GGATTTGCAACCTGTGGCTCTCCTC----GAGGGAGTAAGAATGGGGGAAGGCGCGGCGGCGCGGCCCGGGGAGGGAGTGGGT--AGAGTTGGAGCCTCAG-AAATCGGCTGAGCTCCGGGGGCGGGCGGGGAGAAAGGGCGGGGGGGCA 

1111111111111111111111111 111111111 11111111 Il Ill 111111111111111111111111111 111111111 Ill Il 1111 11111 Il 1111 Il Il 1 Il 1 
M- GGATTTGCAACCTGTGGCTCTCCTCAAGGGAGGGAGTAGGAATGGGGAAAAGCG--GCGGCGCGGCCCGGGGAGGGAGTGGGTTGAGAGTTGGAACCT-AGGAAATGGGCTG----CCTGGGG---GC--------AGTG-GG------A 

H- GCAGGAGCTAGGGGCCACCCCGCTGCCGGATGTAGTGACCGTGGTAAATGTCTTGAGAACTGTGGGTTGCGTTGCCTTTATGATGCCGTGTTATTGGAACCCTGGCGAAAA-ATGGAACTAGTGTTGCAATAATGAGTTTTAAAGCTCCC 
Il 1111 1111111 11111111 11111 Ill 111111111111111111 11111111111111 Ill Il Ill 1111111111111111111 1 11111 111111111111 11111111111111 1111 

M- GCTGGAG------GCCACCC--CTGCCGGAAACAGTGAACGT--TAAATGTCTTGAGAACTGCGGGTTGCGTTGCCTGTATAATACCGCGTTATTGGAACCCTGGCGAGGAGATGGAGCTAGTGTTGCAAAAATGAGTTTTAAAGGTCCC 

H- CCATGGAAAACAAAAACA-CAACCAAACCG-ATT-TTTTAA-A--AAAATGAAAAAAGACCCTCTGTGTTGTGTTCCCTTC--TACGA--TGGTT-GTGTTGGTGGCTGGGGTTTGGGGGTGGGGGGTCCTGACAGTTGAGCAGATAAAT 
1 Ill 1111111 Il Il 111111 Ill 111111 1 11111 Ill Il 1111111111 1 11111 1 Il Il 1 Il Il Il 1 Il Il 1 1111 1 Ill Ill 1111 

M- CTATGAAAAACAA---CAGCA-CCAAACAATATTATTTTAACAGTAAAAT-AAATAA---TCTCTGTGTTGCGCTCCCTCCCATA-GAAAT--TTAGT-TT--T---TG-----TG---CTAGGGG-T------AGT-GAG-----AAAT 

H- GACCCCAAACCAGGTGCTGAAAGTCCCAAGCTGTCACAGGGCCCCTGACCACCTCAGAGAGCCAATCTCCACTCCGCGCCCC-CTCCCCGCCGGCCCCCGCCACCCCACAACCCGCCAGGATTTAATCTTTTATGGATTTTTTTT----T 
1111 Ill Il Il 1111 Il Il 1111 Il 111111 Il 1111 1 Ill Ill Il Il 1 11111 1 1 Il 1 1111 11111 1 11111 1 

M- GACCTCAAGCCCGGCGCTGGAACTCAGAAGCAGTTACAGGGTCCTTGAC--------A-AGC--ATC--------GCACCACACTCCCT-------------A----AGAA-------G----TAAT--TTTATC---TCTTTTTCCCCT 

H- TCAG---TT-TATAGTT-TCCAGGAGGAAAGTCTTGTAACGC---TTTACT-TT-T-TCTCTTCTTTTTTTAAAGTAAAGTGA-GTGTCAGTAG--ATGTGTTTTTTACAGTCTGGCTTTTA-A-A-A---AA--AGTG-G-G-GCAG-G 
Ill Il 1111111 Il Il Il 1 Ill 1 Il 1 Il 1 Il 1 Il 1 1 Ill 1111 1 1 1 Il Il Ill 1 1 Il Il 1 1 1 1 Il Il 1 1 1 1 Il 1 

M- TCAAACATTGTATAGTTCTCTAG-----AA-TATTGCAT-GCCAGTGTA-TATTCTATC-CN-C-------AAAAAAAAGAAAAGNG-CA--AGGAATG-G------A-AGGGGGG-----AGAGAGAGAGAAGGAGAGAGAGAGGAGAG 

H- AGAGAG--GGA-ACCCAG-G-GA-A-AGG-G-CTGTTTAGAAATACAGTTTGTGGCTCTGAGCGAT-CCACCGGCTTCCTCTACAGAGACT--GCCAGTTTCCCTTTTTCTTTGC-A------------AG---GTGTGTGTG---GT-T 
111111 Ill 1 Il 1 Il 1 Ill 1 1111111111111111111111111111111 Il Il 1 1111111111 Ill Il Il 111111111111111111 1 Il 111111111 Il 1 

M- AGAGAGAAGGAGA--GAGAGAGAGAGAGGAGACTGTTTAGAAATACAGTTTGTGGCTCTGAGCTATGCCTCTGGCTTCCTCTGCAG---CTTCGCTGGTTTCCCTTTTTCTTTGCGAGTGTGTGGTGTGAGTATGTGTGTGTGTGAGTGT 

H- -T-----------------TAATAAATAACTTAAAAAAAAAAAAGAGGGGGCGGCAAGATCCATC-AGGAGACAGGTATCTATTTTGCTCACTATTTACTACCAAGAGCCTTTGGC-G---CTAGAACAGAACCTCGTAAATCTGCGGCC 
1 1 1 Il 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1111 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 Il 1 Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

M- GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAATAAACAACTTTAAAATAGG--GGAGGGGGCAGCGTGATCCATCCAG-AGACAGGTATCTATTTTGCTCACAATTTACTACCAAGTGCCTTTGGCAGGCACTTGAGCAGGACCTCATAAGCCTGCAGAC 
Transline ~ VAL V 

H- CAAGTTGAAGTTCATCTGGCCCTAGTCCACACGCTATTCCTGGAGGTAGCAAACATGAGCTCAAAGAAGAG--AGATGAAATCACATTCTTGCTTCAAAATATATACTT-TTTTAA-AAAAGACGAAAAGATATTTGTCTC-------TG 
1111111111111111111111111111111 1111111111111111111111 11111111111 Ill Il 111111 111111 Ill 1111111 111111 111111 1 1111111111111 1 Il 

M- CAAGTTGAAGTTCATCTGGCCCTAGTCCACATGCTATTCCTGGAGGTAGCAAACTTGAGCTCAAAG--GAGTTAGGTGAAATTGTATTCTT-CTT-----TATATACCGATTTTAATAAAAGAAGGAAAGATATTTGTCCCGGGGGGGTG 

H- GGGG-AGGAGGAAATGGCGA-ACAAGTACCAGGAGATGGGCATTCC-CTTACTCTAATGACTGCAG 4310 
1111 Il 111111111 Il 1 Il 111111111111 1111 1 Ill Il 11111111111 

M- GGGGGAG-AGGAAATGGAGAGAAAAC-ACCAGGAGATGGACATTTCTCTTGCTAAAATGACTGCAG 4138 
Figure 12 :Alignement des régions du promoteur et du MTC des gènes LAZ31BCL6 humain et murin. 
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IV - DES PROTEINES D'EXTRAITS NUCLEAIRES DE CELLULES B DE ET 

CELLULES HeLa RECONNAISSENT LES SEQUENCES LES MIEUX CONSERVEES 

DELETEES CHEZ LE PATIENT (GUI). 

Afin de vérifier si les séquences délétées les mieux conservées G22 et 025 sont 

reconnues spécifiquement par des protéines, des expériences de gel-retard ont été réalisées avec 

des extraits nucléaires de cellules de la lignée HeLa, qui exprime peu d'ARNm LAZ3, des 

extraits nucléaires de cellules de deux lignées B: Raji, qui exprime un taux élevé d'ARNm LAZ3 

et Rec, qui n'exprime pas d'ARNm LAZ3. Les résultats obtenus sont montrés figure 13 A et B, p 

81. Les complexes retardés A, B, C, D et E disparaissent en présence d'un excès de compétiteur 

froid spécifique mais sont toujours présents en présence d'un compétiteur froid non spécifique 

(oligonucléotide Pu-1) prouvant qu'ils sont bien spécifiques des séquence. Le complexe retardé 

B obtenu avec la sonde G22 et les complexes retardés C, D etE obtenus avec la sonde 025, sont 

observés dans les trois lignées suggérant que les protéines complexées sont exprimées de façon 

ubiquitaire et indépendemment de 1' expression du gène LAZ3. En revanche, une bande retardée 

A apparaît uniquement dans la lignée Raji, avec la sonde G22. La ou les protéines de ce 

complexe pourrait jouer un rôle dans l'expression du gène LAZ3 dans cette lignée. 

La bande retardée un peu plus basse qui apparaît avec les complexes B et C, lors de la 

compétion avec les oligos G22 ou G25 froids, pourrait provenir d'une compétion insuffisante 

d'un complexe de protéines se fixant sur ces séquences: l'une de ces protéines aurait une affinité 

plus importante pour sa séquence d'ADN cible et ne serait pas déplacée par la quantité 

d' oligonucléotide froid utilisée. 
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.. +---- A ....... +---- B .... 
Figure 13: Retard en gel effectué 
avec les séquences des délétions GUI 
22 et G25 et des extraits nucléaires 
des lignées HeLa (lignes 2, 3 et 4 ), 
Raji (lignes 5, 6 et 7) et Rec (lignes 8, 
9 et 10). 
(A) sonde G22. (B) sonde G25. 
Ligne 1 : sonde seule ; 
lignes 2-5-8 : sonde plus extrait ; 
lignes 3-6-9 :compétition avec 
1 'oligonucléotide spécifique froid ; 
lignes 4-7-1 0 : compétition avec 

8 9 10 
l'oligonucléotide non spécifique PU1. 
A, B, C, D et E indique les complexes 

Ra ji 
retardés spécifiques. 
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V- ESSAI DE CARACTERISATION DES PROTEINES FIXANT LES SEQUENCES G22 

ET G25. 

La technique du simple-hybride a été choisie pour 1' identification des protéines se fixant 

sur les séquences G22 et G25. En effet, ce système, dérivé du double-hybride, permet le clonage 

de nouveaux gènes codant des protéines reconnaissant une séquence cible d'ADN en utilisant un 

test génétique in vivo chez la levure (Wang & Reed, 1993; Li & Herskowitz, 1993; Gstaiger et 

al., 1995). 

V .1 Principe du simple-hybride 

Dans un premier temps, la séquence d'ADN cible est clonée dans un vecteur en amont 

d'un gène rapporteur. Plusieurs types de vecteurs peuvent être utilisés: soit pHISi dont le gène 

rapporteur HIS3 code l'histidine, soit pLacZi dont le gène rapporteur est lacZ. Le vecteur est 

ensuite intégré au génome de la levure par recombinaison homologue après transformation 

(figure 14, p 83). 

Dans un deuxième temps, la nouvelle souche ainsi formée est transformée par une banque 

d'ADNe clonée en fusion avec le domaine transactivateur de GAL4 (vecteur pACT). Les 

transformants sont étalés sur milieu sélectif: si une protéine hybride de la banque interagit avec la 

séquence cible intégrée, le gène rapporteur est activé permettant la croissance des levures sur 

milieu sans histidine (pour le rapporteur HIS3). Pour les double transformants His et lacZ 

sélectionnés sur milieu HIS-URA-, un test ~ gal confirme l'interaction. Le plasmide codant la 

protéine d'intérêt est extrait des clones positifs et amplifié en bactéries avant d'être séquencé 

(figure 14, p 83) (pour plus de détails voir Matériel et Méthodes). 

V.2- Criblage par simple-hybride à l'aide du rapporteur pHIS 

Le rapporteur pHIS a été choisi pour son apparente simplicité d'utilisation: sélection sur 

milieu sélectif uniquement. Le protocole Clontech conseille de cloner en tandem 3 copies de la 

séquence d'ADN étudiée en amont du promoteur du vecteur. Devant la difficulté d'obtenir des 

multimères sens de 3 copies des séquences G22 et G25 nous avons été amené à effectuer deux 

criblages en utilisant une seule copie des séquences G22 et G25 clonées dans le vecteur pHISi et 

une banque de eDNA de lymphocytes humains (Matchmaker eDNA library Clontech). 



Préparation des levures YM4271 
compétentes. 
(un jour) 

Transformation des levures par le 
vecteur cible-rapporteur, linéarisé 
(intégration) et circulaire 
(contrôle). 

(un jour) 

Sélection des recombinants sur le 
milieu minimum sélectif approprié. 
(4 à 6 jours) 

Repiquage des colonies isolées sur 
milieu sélectif. 
(3 jours) 

Pour les levures transformées avec 
les vecteurs comportant le gène 
rapporteur HIS3, détermination de 
la concentration optimale de 3A T 
pour inhiber la faible expression de 
HIS3. 
(3 jours) 
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••• 

••• ~~ OmM3AT 15mM3AT 

30 mM 3AT 60 mM 3AT 

Transformation de la souche 
rapporteur avec la banque d'ADNe 
en fusion avec le domaine 
transactivateur de GAL4. 
Sélection sur milieu SD/-HIS/
Leu/+[3A T] optimale. 

,~ 1 • • •' 1 gène rapporteur ~ 
(4 à 8 jours) 

Pour les transformants comportant 
le gène rapporteur LacZ, test de 
l'activité ~-galactosidase (un jour). 

Figure 14 : Schéma du protocole de simple-hybride pour 1' identification d'ADNe codant la 
protéine se fixant à la séquence d'ADN cible d'intérêt. 
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L'intégration du vecteur rapporteur dans la souche de levure a été vérifié par culture en milieu 

sans histidine puis en présence de 3 amino-triazol (3AT) (voir Matériel et Méthodes). La 

nouvelle souche a été ensuite transformée avec l'ADN de la banque. Une dizaine de clones ont 

été obtenus mais par la suite, ils se sont révélés être des contaminations bactériennes ou des faux

positifs puisqu'aucun plasmide n'a pu être extrait. 

Entre temps, les constructions avec 3 copies sens des séquences G22 et G25 ont été 

obtenues. De nouvelles souches de levures ont été transformées avec le vecteur p3XG22HIS3 ou 

p3XG25HIS3, la même banque a été criblée dans une de ces souches, une cinquantaine de clones 

ont été obtenus. Aucun plasmide n'a pu être extrait de ces clones et retransformé en bactéries, ni 

amplifié par PCR. Des tests par PCR direct sur ces colonies ont montré qu' ils ne contenaient 

aucun plasmide pACT. Il s'agissait donc de faux-positifs. 

V.3- Criblage d'une banque d'expression avec l'oligonucléotide G22 

L'échec de la technique du simple-hybride nous a amené à tester une technique plus 

rapide par criblage d'une banque d'expression de lymphocytes humains en Àgtll avec des 

oligonucléotides marqués au 32P selon le protocole décrit par Singh et al., 1988 (voir Matériel et 

Méthodes). Cette technique n'a malheureusement pas donné de résultats plus satisfaisants. En 

effet, deux criblages ont été effectués avec la sonde 3XG22. Un seul clone positif a été obtenu 

mais n'a pu être isolé. 



VI- LES ALTERATIONS DU MTC INFLUENCENT-ELLES L'EXPRESSION DES 
DEUX ALLELES DU GENE LAZ3/BCL6? 

85 

Dalla Favera et coll. ont montré dans un cas de LNH porteur d'une translocation 

t(3;14)(q27;q32) que seul l'allèle transloqué à proximité du promoteur des IgH s'exprime, tandis 

que l'autre allèle dit« normal» reste silencieux (Ye et al., 1995). Dallery et al. avaient mis en 

évidence par RT-PCR dans la lignée (VAL) un transcrit RHO HILAZ3 fusionnant l'exon 1 du 

gène RHO Haux exons 2 et suivants du gène LAZ3. De même, l'existence d'un transcrit de 

fusion entre le gène BOBJ et le gène LAZ3 a été montrée (Galiègue et al, 1996) (figure 15, p 86). 

Il était intéressant de savoir dans le cas de la lignée (V AL) doublement réarrangée et de la lignée 

Karpas 231 porteuse d'une translocation t(3; 11)( q2 7 ;q23) si les 2 allèles s'expriment et quels 

exons non codants sont choisis entre l'exon lA et l'exon lB. Pour cela des expériences de RT

PCR et de RNase protection ont été réalisées. 

Les résultats des expériences de RNase protection sont montrés dans les pages 90-93 et 

récapitulés sur le tableau suivant: 

lignées cellulaires VAL K231 K422 Ra ji MCF-7 

RP exon lA - - + + + 

RP exon lB + - + + + 

RT-PCR lA - - + + nd 

RT-PCR lB + - + + nd 

Légende: RP: RNase protection,- : pas de protection (en RP) ou pas d'amplification (en RT-PCR), +: 

protection ou amplification, nd: non déterminé. 

Exon lB Exon2 Exon 3 

.. .. 
LA2 PC8 

Exon lA Exon2 Exon 3 

.. 
MP PC8 

Schéma représentant la position des amorces LA2, PC8 et MP utilisées pour la RT-PCR des transcrits 

comportant les premiers exons non codants 1 A ou 1 B du gène LAZ3. 
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Sondes LAZ31BCL6: 

ES 58 nt E9 138 nt E10450nt 

Sonde P528 protection de 651 pb 

ElA 37 nt E2 38 nt E3 172 nt E4 62 nt 

Sonde P526 b protection totale: 309 pb 
272 pb pour E2/E3/E4 

ElB 215 nt E2 38 nt E3 172 nt E4 62 nt 

Sonde P583 b protection totale: 488 pb 
272 pb pour E2/E3/E4 

c======~I~J~~c~====== ~' ___ E_2_3_8_n_t __ ~ ______ E_3_1_72 __ nt ______ ~l E_4 __ 2_l_nt_: 

Sonde P516 protection totale: 1822 pb 
231 pb pour E2/E3/E4 

[----EtB9o2nt ___ J 
--------------
sonde P479 fragment Rsal/Rsal de l'exon lB 

protection totale 902 pb 

Sonde RHO H/LAZ3: 

RHOE1250nt LAZ E2 38 nt 

sonde CK2 protection du transcrit de fusion: 900 pb 
protection du transcrit LAZ seul: 650 pb 
protection du transcrit RHO H seul: 250 pb 

Figure 16: Sondes utilisées pour la protection aux ribonucléases. 
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Les différents ex ons du transcrit LAZ3 sont représentés par des rectangles blancs à 1' exception 

de l'exon lB et de la partie non codante en 3' de la sonde P528. L'exon 1 de RHO H est 

représenté en grisé. Les pointillés indiquent que la taille des ex ons représentés n'est pas à 

l'échelle. E : exon, nt: nucléotides, pb :paires de base. 
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Dans la lignée trans loquée K231, ni 1 'ex on 1 A ni 1' ex on 1 B ne sont utilisés, le signal 

détecté avec les sondes P583b et P526a d'environ 270 pb correspond aux exons E2/E3/E4 du 

gène LAZ3 et provient du transcrit de fusion BOBJILAZ3 (figures 17 et 18, p 90-91). Les mêmes 

résultats sont obtenus par RT-PCR (tableau, p 85). Par conséquent, l'allèle non transloqué 

« normal» ne s'exprime pas dans cette lignée. Ce résultat confirme le cas déjà décrit d'une 

lignée présentant une translocation du gène LAZ3 mais avec les gènes d'Ig (Ye et al., 1995). 

Dans la lignée (VAL), l'allèle transloqué s'exprime sous forme d'un transcrit de fusion 

RHOHILAZ3 (900 pb) détecté par la sonde CK2 (figurel9, p 92). L'exon lA porté uniquement 

par l'allèle porteur de la délétion n'est pas transcrit (Figures 17 et 18, p 90-91; sonde P526a). 

L' exon 1 B pouvant provenir des deux allèles est transcrit mais faiblement (Figures 17 et 18, p 

90-91; sonde P583b). Ces résultats sont confirmés par RT-PCR. Il n'est donc pas possible de 

conclure sur l'expression de l'allèle porteur d'une délétion dans cette lignée. 

Dans les lignées Raji, K422 et MCF-7, les 2 premiers exons non codants sont utilisés 

mais le transcrit comportant 1' ex on 1 A semble majoritaire (Figures 17 et 18, p 90-91 ). 

Etant donné que la sonde P583 ne contient que la fin de l'exon lB, d'autres expériences 

de RNase protection ont été réalisées dans ces mêmes lignées afin de déterminer la taille exacte 

de l'exon lB. En effet, l'existence de ce dernier a été mentionnée uniquement par Miki et al., 

1994. Pour cela, les sondes P516 et P4 79 ont été utilisées. P516 comprend 1 'extrémité 5' du 

clone de eDNA LAZ3 obtenu après criblage d'une banque de pancréas et P479 est un fragment de 

900 pb de l'exon lB issu de ce même clone (figure 16, p 87). 

Les sondes P516 et P4 79 ne détectent pas de transcrit 1 B dans la lignée K231, confirmant 

les résultats précédents (Figure 20, p 93 ). En revanche, la sonde P516 met en évidence plusieurs 

bandes dans la lignée K422: 1000 pb, 900 pb, communes à la lignée Raji, des bandes de 800, 550 

et 350 pb communes aux lignées Raji et (VAL) (Figure20, p 93). L'ensemble des signaux sont 

faiblement visibles dans la lignée (V AL). Ces bandes indiquent la présence de plusieurs sites 

d'initiation de transcription dans l'exon lB. La taille de l'exon lB pourrait donc être de 790, 570, 

300 ou 120 pb selon les lignées cellulaires testées. Il est à noter qu'aucune protection maximale 

n'est observée avec cette sonde sauf peut-être dans les lignées K422 et Raji. Ceci peut 

s'expliquer par la longueur de la sonde (1,9 Kb) qui ne s'hybriderait pas totalement. Dans le cas 

où l'exon lB mesure environ 790 pb, la séquence de la région avoisinante contient une boite 

TATA et une boite GC potentielles, de même une boite CAA T potentielle se situe à 570 pb de la 
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fin de l'exon lB. La taille de l'exon lB publié par Miki et al., en 1994 est de 371 pb, valeur 

assez proche de celle de 300 pb évaluée ici. 

Dans toute les lignées, une bande de 230 pb est présente, correspondant aux exons 2/3/4 

des trancrits LAZ3 débutant avec l'exon lA, ou des transcrits de fusion RHOHILAZ3 dans la 

lignée (V AL) et BOBJILAZ3 dans la lignée K231 (Figures 17 à 20, p 90 à 93). 

En utilisant la sonde P4 79 contenant uniquement 906 nt de la partie 5 'de la sonde P516, 

des bandes de 900 pb correspondant à une protection maximale de la sonde sont détectées et 

indiquent une taille d'au moins 1490 pb pour l'exon lB (Figure 20, p 93). Des bandes de 700 et 

600 pb sont aussi détectées correspondant à une taille de 1290 et 1190 pb. Ces bandes pourraient 

correspondre aux bandes supérieures qui n'ont pu être mesurées avec précision avec la sonde 

P516 (trop longue). De façon inverse, les bandes inférieures à 800 pb observées avec P516 

correspondent ici à des bandes inférieures à 200 pb difficilement détectables avec la sonde P479. 

Ces expériences montrent l'existence d'un autre premier exon non codant dans le gène 

LAZ3 et donc d'un autre promoteur. Celui-ci pourrait permettre la production d'un transcrit LAZ3 

normal en dépit de la présence de réarrangement à proximité de 1' ex on 1 A. L'ex on 1 B est utilisé 

dans les lignées B testées et dans la lignée VAL (très faiblement) mais n'est pas utilisé dans la 

lignée K231 suggérant que dans cette lignée l'allèle normal n'est pas exprimé. Une étude chez un 

grand nombre de patients et de lignées porteurs de réarrangements en 3q27 pourrait déterminer si 

l'allèle réarrangé est toujours exprimé contrairement à l'allèle non réarrangé silencieux. D'autre 

part, une étude étendue à des lignées de diverses origines permettrait de déterminer si l'un de ces 

promoteurs est utilisé de façon tissu-spécifique ou s'il s'agit d'un promoteur ubiquitaire mineur. 
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Figure 17 : Protection aux ribonucléases du transcrit LAZ3 par les sondes P526b et P583b mettant en 
évidence les exons alternatifs 1 A et 1 B. 
M* :marqueur de taille en nucléotides, S :sonde seule, lignées V: VAL, R: Raji, M: MCF-7, K4 : 
K422, K2 : K231, t : ARNt. Les fragments protégés sont indiqués par des flèches. 1A/2/3/4, 1 B/2/3/4 
et E2/3/4 indiquent les exons des différents transcrits du gène LAZ3. 
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Figure 18 : Protection aux ribonucléases du transcrit LAZ3 par les sondes P526b et P583b mettant en 
évidence les exons alternatifs lA et lB. 
M* :marqueur de taille en nucléotides, S : sonde seule, lignées V: VAL, R: Raji, M : MCF-7, K4 : 
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et E2/3/4 indiquent les exons des différents transcrits du gène LAZ3. 
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Figure 19 : Protection aux ribonucléases du transcrit LAZ3 par la sonde P528, des transcrits LAZ3, 
ROH H et du transcrit de fusion RHO Hl LAZ3 par la sonde CK2. 
M* :marqueur de taille en nucléotides, S :sonde seule, ARN des lignées V: VAL, R: Raji, M : MCF-
7, K4: K422, K2: K231, t: ARNt. Les fragments protégés sont indiqués par des flèches. 
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Figure 20 : Protection aux ribonucléases de l'ex on 1 B du gène LAZ3/BCL6 par les sondes P516 
et P479 dans diverses lignées B. 
M* :marqueur de taille en nucléotides, S :sonde seule, lignées R: Raji, V: VAL, K2 : K231, K4 
: K422, t : ARNt, IB/2/3/4 et E2/3/4 : exons des transcrits LAZ3. Les fragments protégés sont 
indiqués par des flèches. 
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1- Existence et conséquences des réarrangements bialléliques dans le MTC 

Nous avons décrit deux cas de réarrangements bialléliques du gène LAZJ par délétion 

dans le MTC. Les délétions observées chez le patient (GUI) sont les seules anomalies en 3q27 de 

son unique chromosome 3 (sous réserve de mutations dans la séquence codante du gène). Ce 

patient étant atteint d'un lymphome diffus à grandes cellules, ces anomalies sont très 

probablement impliquées dans le développement de sa pathologie, d'autant plus que ces 

séquences sont très conservées et pourraient être importantes pour la transcription du gène (la 

délétion de ces séquences induit une répression de la transcription par le MTC dans la lignée 

NIH3T3). De plus, les délétions GUI22 et GUI25 sont reconnues par des protéines nucléaires de 

différents extraits cellulaires. Notamment, la séquence G22 fixe un complexe spécifique de la 

lignée B Raji et pourrait jouer un rôle dans la régulation de son expression. Il est intéressant de 

noter que dans cette lignée 1' expression du gène LAZJ en ARN est importante mais que la 

protéine n'est pas exprimée. Une observation similaire a été effectuée au niveau des cellules B 

des centres germinatifs dont 1 'expression en ARN LAZJ est identique à celle des cellules B 

quiescentes mais dont l'expression en protéine est jusqu'à 34 fois supérieure (Allman et al., 

1996). Des mécanismes post-transcriptionnels ou post-traductionnels pourraient être 

responsables de ce contraste. En effet, la stabilité de la protéine serait régulée par 

phosphorylation par des MAP kinases (Moriyama et al., 1997). Cette phosphorylation conduirait 

à la dégradation de la protéine par la voie des protéasomes (ubiquitination) (Niu et al., 1997). 

Hormis les deux cas que nous avons étudié, la lignée cellulaire (VAL) et le patient (GUI), 

d'autres exemples de double réarrangement ont été décrits par d'autres équipes. Nakamura et al. 

ont détecté des réarrangements en 3q27 dans le MTC du gène LAZJ dans 7 cas de LNH sur 35. 

Ces réarrangements sont bialléliques dans 3 cas et sont constitués d'une délétion de taille 

indéterminée dans la région du MTC contenant le premier exon non codant (Nakamura et al., 

1995). Il semble que ces doubles réarrangements participent à une transformation plus rapide des 

cellules du lymphome et soient des marqueurs de mauvais pronostic puisque ces 3 patients ont 

rechuté et sont décédés (Nakamura et al., 1995). Un autre cas de réarrangement biallélique a été 

décrit par la même équipe à partir de l'ADN d'un patient porteur d'une translocation 

t(3;22)(q27;q11) et d'une délétion de 1,5 kb débutant dans le premier exon et se poursuivant dans 

le premier intron (~ST figure 8, p 65). Ce patient est décédé 3 mois après le diagnostic 

(Nakamura et al., 1996). Ces délétions ne sont pas des polymorphismes et sont spécifiques aux 

LNH car l'étude de l'ADN de 80 japonais sains ou non atteints de LNH n'a pas détecté de 
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délétions dans cette région (Nakamura et al., 1995 & 1996). Il serait intéressant de savoir si ces 

réarrangements se produisent simultanément ou ont lieu au cours de 1 'évolution clonale. Pour 

cela, il faudrait disposer de plusieurs échantillons prélevés au cours du suivi du patient et 

effectuer cette étude sur un plus grand nombre de cas. 

De façon remarquable, ce type de réarrangement par délétion localisé dans la même 

région et sur les deux chromosomes est inhabituel dans les translocations associées aux 

lymphomes B. Il existe cependant un cas similaire dans les leucémies T où le gène TAL-1 est 

impliqué dans des translocations et des délétions (Brown et al., 1990). Dans ce cas, l'existence 

de séquences consensus de recombinaison des Ig et des récepteurs T en bordure des 

réarrangements pourraient expliquer leur formation par des erreurs de recombinaison des gènes 

d'Ig (Brown et al., 1990). Concernant le gène LAZ3, au contraire, aucune séquence de ce type n'a 

été identifiée en bordure des délétions (Nakamura et al., 1995 & 1996; Bernardin et al., 1997). 

Cependant, l'existence de séquences reconnues par la Transline et les séquences Chi-like qui 

existent dans le MTC laisse supposer qu'elles pourraient jouer un rôle dans la genèse des 

translocations (Aoki et al., 1995; Galiègue-Zouitina et al., 1996, figure 12, p 78-79). 

Un autre type d'altération a été mis en évidence dans le MTC du gène LAZ3, il s'agit de 

mutations et/ou délétions souvent bialléliques, principalement concentrées dans une région 

appelée« major cluster »,située 100 pb derrière le premier exon et s'étendant sur 730 pb dans le 

premier intron (Migliazza et al., 1995) (figure 8, p 65). La totalité de ces mutations sont des 

substitutions d'une base, à l'exception d'une insertion et des délétions qui touchent de une à 8 

bases (Migliazza et al., 1995). Ces mutations sont présentes dans 73% des DLCL et 47% des FL 

mais ont été plus récemment observées dans le lymphome de Burkitt de forme sporadique ou 

endémique, le myélome multiple (34%) et la leucémie lymphocytaire chronique B (15%) 

(Migliazza et al., 1997; Capella et al., 1998). La présence des mutations est plutôt associée aux 

pathologies ayant un phénotype « centre germinatif» et la fréquence de ces mutations (0, 14 à 

1,6x10-2/pb) est comparable à celle des régions variables des gènes d'Ig mais aussi à celle des 

gènes MYC et BCL-2 quand ils sont transloqués à proximité des gènes d'Ig (Migliazza et al., 

1995). Ces mutations pourraient provenir du processus d'hypermutation somatique des régions 

variables des gènes d'Ig qui permet d'augmenter l'affinité des anticorps produits, processus qui a 

lieu dans les centres germinatifs. Des mutations somatiques ont déjà été observées pour le gène 

BCL-2 où elles sont associées à la translocation t(14; 18) et sont localisées dans la partie codante 

du gène modifiant la séquence en acides aminés de la protéine (Tanaka et al., 1992). Dans le cas 

du gène LAZ3, ces mutations sont présentes indépendamment de 1' existence de translocations du 
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gène LAZ3 au niveau des gènes d 'Ig (Migliazza et al., 1995). Donc le fait que le gène LAZJ soit 

la cible du processus d'hypermutation somatique est moins évident à comprendre, d'autant plus 

qu'il n'est pas toujours fusionné avec des gènes d'Ig. Cependant des études ont montré que des 

séquences différentes des séquences des gènes d'Ig peuvent être mutées (Yelamos et al., 1995) et 

le processus d'hypermutation au niveau de la chaîne K nécessite la présence de l'intron K et des 

séquences enhancer en 3' (Betz et al., 1994 ). Il est probable que les mutations et les délétions du 

gène LAZ3 sont sélectionnées pour leur rôle dans la progression tumorale en conférant un 

avantage sélectif de croissance ou de survie aux clones malins, comme cela a été montré pour le 

gène BCL-2 dans le lymphome folliculaire (Matolcsy et al., 1996). En effet, les mutations et 

délétions du gène LAZ3 touchent des régions proches du promoteur et pourraient altérer des 

séquences impliquées dans la régulation de 1' expression du gène, ou des séquences importantes 

pour 1' épissage (mutations introniques qui modifieraient 1' épissage ), la maturation et la stabilité 

de l' ARN. La localisation de ces mutations rappelle celles qui touchent le gène MYC dans le 

lymphome de Burkitt où elles sont également concentrées à 1' extrémité 3' du premier ex on et 

l'extrémité 5' du premier intron (Zajac-Kaye et al., 1988). Ces mutations empêchent la fixation 

d'un facteur impliqué dans le blocage de l'élongation des transcrits MYC (Zajac-Kaye et al., 

1988&1990). Dans la lignée Ly-1, porteuse d'une translocation t(3;14)(q27;q32), les deux copies 

du gène LAZ3 présentent de multiples mutations dont une mutation dans un site conservé LAZ3 

dans le premier ex on qui serait responsable de la surexpression de cet allèle par rapport à 1' autre 

en transfection transitoire (Migliazza et al., 1997). Des études complémentaires sont nécessaires 

afin d'étudier les effets des mutations sur la progression tumorale et sur l'expression du gène 

LAZ3. 

Il- Le MTC a-t-il un rôle sur la transcription? 

Dans les lignées NIH3T3 et HeLa, le MTC est capable de réprimer faiblement la 

transcription. Dans la lignée NIH3T3, la présence des délétions dans le MTC du patient (GUI) 

augmente cette capacité répressive de 30 à 40% quand le fragment est orienté dans le sens de 

trancription. Les séquences délétées ont donc probablement un rôle activateur sur la transcription 

dans la lignée NIH3T3 (contrairement aux cellules HeLa). Dans les deux lignées, le fragment 

H/Bcll est activateur de 2 à 3 fois, tandis que le fragment 1.9H/Bglll n'a pas d'effet. 

Les variations mesurées en CA T essai entre les différentes constructions testées sont peu 

significatives et ne mettent pas en évidence un rôle majeur des séquences du MTC sur la 
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transcription. Le fait de ne pas avoir observé de différences très significatives peut s'expliquer de 

différentes raisons: 

1) Les résultats de CAT essai peuvent être différents selon la lignée cellulaire transfectée. 

Par exemple, dans la lignée Cos aucune variation d'activité n'a été observée. Il est très probable 

que les résultats auraient été différents dans d'autres lignées notamment dans les lignées B 

(difficilement tranfectables) où l'expression du gène LAZ3 est finement régulée. A noter, 

certaines protéines ubiquitaires fixent les séquences G22 et G25 en gel retard mais un complexe 

apparait uniquement dans la lignée Raji (lignée B) avec la séquence G22. 

2) Les expériences de transfection ont été réalisées sur de grands fragments d'ADN 

(plusieurs kb) donc ne permettant d'avoir qu'une vue globale de l'activité transcriptionnelle du 

MTC. En effet, cette région peut contenir à la fois des séquences activatrices et répressives dont 

l'activité peut se compenser et rester invisible par l'étude du fragment entier. D'ailleurs, le 

fragment 1.9H/Bgni qui n'influence pas la transcription dans les deux lignées contient le 

fragment H/Bcll qui seul est activateur de la transcription dans les deux lignées. L'étude plus 

précise du MTC par 1 'utilisation de fragments plus petits (quelques centaines de bases) ou par 

délétions successives pourrait permettre de mettre en évidence d'autres régions importantes dans 

la transcription. 

3) Certaines séquences éloignées coopèrent dans la régulation de la transcription par la 

formation de boucles provenant de l'interaction de plusieurs facteurs impliqués dans la 

machinerie trancriptionnelle. Par exemple, le facteur Sp1 fixé à son ADN cible peut s'associer à 

un autre facteur Sp 1 fixé à distance et permet ainsi de rapprocher des segments d'ADN distants 

et de faciliter leur fonction d'enhancer (Su et al., 1991). La formation d'un complexe 

multiprotéique a été mis en évidence au niveau de 1' enhancer du TC Ra (Giese et al., 1995). La 

formation de ce complexe est initiée par la fixation du facteur LEF-1 à l'ADN qui provoque une 

torsion au centre de 1' enhancer. Cette conformation facilite 1 'interaction du complexe 

PEBP2a/Ets-1 avec une protéine ATF /CREB fixée à un site non-adjacent et augmente 1 'affinité 

de PEBP2a/Ets-1 pour sa cible (Giese et al., 1995). D'autres séquences éloignées sont peut-être 

indispensables à la fonction des séquences du MTC sur la transcription. Ainsi, le promoteur et 

l' enhancer du premier intron du gène de la glutamine synthase agissent de concert pour contrôler 

1' expression de ce gène au cours de la différenciation des adipocytes (Hadden et al., 1997). Si les 

séquences du MTC sont uniquement actives sur le promoteur du gène LAZ3, les expériences 



99 

réalisées ne permettent pas de mettre en évidence ce phénomène car les constructions ont été 

testées sur un promoteur hétérologue (tk). !Bu\ 
~ 

D'un point de vue pratique, les deux techniques de transfection DOT AP et lipofectamine 

sont similaires : elles utilisent la formation de liposomes autour de 1' ADN à transfecter. Les 

résultats obtenus par les deux protocoles sont assez proches en moyenne, à l'exception de ceux 

concernant le MTC germinal en sens de transcription dans les cellules HeLa et les constructions 

pMTC-GUI dans les NIH3T3. Cette différence pourrait provenir de la normalisation des extraits 

qui dans le cas de la transfection à la lipofectamine est effectuée en prenant pour référence 

l'activité du vecteur pSVLuc. Cette mesure est plus sensible et rigoureuse que celle de la quantité 

de protéines et permet d'évaluer l'efficacité de transfection des plasmides. D'autre part, la 

quantité de plasmide transfectée est plus importante dans le cas de 1' utilisation de DOT AP ( 5 f.lg) 

comparée à celle de lipofectamine (2,5f.lg). Ceci pourrait révéler un effet dépendant de la dose 

des plasmides et expliquer les taux de répression plus importants pour les constructions du MTC 

dans les HeLa lors des tranfections avec DOTAP (Figure 1 OA., p 68). Pourtant cet effet n'est pas 

observé dans la lignée NIH3T3 (Figure 1 OC, 70). 

Concernant les expériences de transfection dans les NIH3T3, une diminution progressive 

des activités CAT est observée au cours des différentes séries. Elle provient probablement d'un 

effet de dosage des plasmides qui diminuerait au cours du temps. Pourtant les plasmides ont subi 

un dosage régulier au spectrophotomètre et sur gel d'agarose afin d'éviter tout risque de 

dégradation. 

D'une manière plus générale, l'écart entre les valeurs d'activité pour une même 

construction peut s'expliquer par l'utilisation de différentes préparations de plasmide. 

Enfin, quand ces expériences ont été réalisées nous pensiOns trouver des séquences 

régulatrices dans le MTC qui pourraient provoquer une dérégulation du gène après translocation. 

Or il a été montré peu de temps après qu'il était difficile d'établir une corrélation entre les 

réarrangements du gène LAZ3 et son expression (Otsuki et al., 1995). 

III- Conservation des séquences du promoteur et du MTC du gène LAZ3/BCL6 

Nous avons montré que la région promotrice du gène LAZ3 est très conservée entre 

l'Homme et la Souris (79% d'homologie). Un taux d'homologie similaire a déjà été observé chez 

de nombreux gènes tels que les gènes G3PDH, NFJ ou HD (Gwynn et al., 1990; Hajra et al., 
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1994; Lin et al., 1995). Dans la région 5' du gène HD de la maladie de Huntington, une région de 

150 pb montre une homologie de 75% entre l'homme et la souris (Lin et al., 1994 ). Certains 

gènes présentent des homologies importantes sur la totalité de leur séquence. Par exemple, les 

loci très conservés du TCRa humain et murin présentent une homologie de 70% qui s'étend sur 

respectivement 98 et 95 Kb (Koop et al., 1994 ). 

La présence d'éléments de réponse très conservés dans la région promotrice du gène LAZ3 

suggère qu'ils jouent un rôle important dans la régulation, d'autant plus qu'ils sont situés dans une 

région montrée comme transcriptionnellement active (Ohashi et al., 1995). Notamment, la E-box 

conservée en amont du site d'initiation de la transcription pourrait intervenir dans 1 'expression 

importante du gène LAZ3 humain et murin dans le muscle (Kerckaert et al., 1993; Fukuda et al., 

1994 ). Ce motif pourrait également intervenir dans la régulation du gène dans les lymphocytes 

où les facteurs bHLH comme E12 et E47 sont exprimés (Hagman et Grosschedl, 1994). 

L'alignement des séquences du MTC du gène LAZ3 humain et son équivalent chez la 

souns a mis en évidence des domaines très conservés dans cette région. Des régions non 

codantes peuvent montrer des taux élevés de conservation comme cela a déjà été observé pour 

plusieurs gènes (JLJ3, PRPH, EPO) (Galson et a/.,1993; McKenzie et al., 1993; Foley et al., 

1994). Cependant un tel degré d'homologie (79%) est inhabituel sur une distance de plusieurs 

Kb. En comparaison, le premier intron du gène BCL-2 murin est homologue à 75% à l'humain 

mais ne mesure que 220 pb (Negrini et al., 1987). Le premier intron du gène humain de l'IL13 

contient un fragment de 716 pb homologue à 67% à celui de la souris (McKenzie et al., 1993). 

Les régions conservées du MTC du gène LAZ3 sont susceptibles de contenir des éléments 

régulateurs de la transcription. Un bloc de 240 pb en 5' du gène codant le TCRa présente 86% 

d'homologie entre l'Homme et la Souris et des protéines nucléaires de cellules T altèrent le 

niveau de transcription du gène par leur fixation à cette région (Koop et al., 1994). Un élément 

de réponse négatif (NRE) de 1,3 Kb a été identifié dans la région 5' non traduite du gène BCL-2 

entre les deux promoteurs Pl et P2 (Young et al., 1993). La présence d'éléments régulateurs dans 

les introns a été décrite notamment pour des gènes exprimés spécifiquement par les lymphocytes: 

Ig, TCR, btk, CD4, c-fes, IL4. L'intron 2 du gène murin de l'IL-4 contient une séquence 

enhancer spécifique des basophiles et les sites Ets, PU 1, GAT A 1 et GAT A2 conservés entre 

l'homme et la souris sont nécessaires à la totalité de l'activité de cet enhancer (Henkel et al., 

1994). Une séquence conservée de l'intron J-C du gène K murin des Ig est reconnue par des 

complexes protéiques différents selon le stade de différenciation des cellules, l'un de ces 

complexes est un élément régulateur du gène en réponse à l 'IFNy (La Vallée et al., 1996). 
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Récemment, la substitution d'une seule base dans l'élément régulateur de l'intron 1 du 

gène btk a été identifiée comme la seule anomalie d'un patient atteint d'agammaglobulinémie 

liée à l'X (XLA) (Roher et al., 1998). Cette mutation dans un site Sp1 est responsable d'une 

diminution d'expression de Btk aussi bien en ARN qu'en protéine (Roher et al., 1998). D'autre 

part, un élément régulateur de 20 pb dans l'intron 1 du gène MYC porteur d'un point chaud de 

mutations dans le lymphome de Burkitt fixe une protéine de 138 kDa appelée MlF (Zajac-Kaye 

et al., 1990). La caractérisation de cette protéine a révélé son identité avec RFX 1, un régulateur 

des gènes du CMH de classe II (Alesse et al., 1996). Cette mutation affecte la fixation de RFXl 

sur sa séquence cible et diminue la régulation positive du promoteur du gène MYC en tranfection 

transitoire (Al esse et al., 1996). On peut envisager qu'un cas analogue puisse se produire pour le 

gène LAZ3. 

Certaines séquences 5 'ou 3' non traduites sont responsables de la stabilité ou au contraire 

de la labilité des transcrits (Sachs et al., 1993). Les régions 5' non traduites du gène LAZ3 

pourraient former des structures secondaires impliquées dans la régulation de la transcription. 

Plusieurs exemples de ce type ont été observés : la terminaison prématurée de la transcription 

contrôlé par un élément du promoteur HIV1 et 2, le rôle des séquences 5' sur l'initiation et 

l'élongation de la transcription des gènes MYC et MYB et le pausing de l' ARN polymérase II 

(Spencer et Groudine, 1990). Le contrôle de 1' élongation de la transcription du gène MYB 

s'effectue par une séquence de 1 kb dans le premier intron de ce gène (Dooley et al., 1996). Cette 

séquence est conservé chez la souris où la régulation du gène MYB est similaire au gène humain 

(Dooley et al., 1996). La fixation de facteurs nucléaires rendent cet atténuateur actif dans les 

cellules B matures (Dooley et al., 1996). 

Le fait que certaines régions du MTC sont aussi fortement conservées que le promoteur 

lui-même ou l'exon1A et qu'en plus ces régions sont supprimées par translocation ou altérées par 

délétions et/ou mutations suggère qu'elles jouent un rôle important dans la régulation du gène 

LAZ3. Dans un premier temps, les altérations du gène LAZ3 semblent similaires à celles déjà 

observées pour d'autres gènes impliqués dans les lymphomes (translocations à proximité de 

gènes d'Ig comme les gènes BCL-2 et MYC, mutations dans le premier intron comme dans le cas 

de MYC). Mais si dans les autres gènes impliqués, la conséquence de ces altérations est une 

surexpression du gène, il n'en est pas de même pour le gène LAZ3 puisqu'aucune corrélation n'a 

été établie de manière significative entre réarrangements et expression du gène tant au niveau de 

l' ARN que de la protéine (Otzuki et al., 1995; Falini et al., 1997). Pourtant, il est difficile de 
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trouver une autre conséquence aux réarrangements du gène LAZ3 qu'une dérégulation de 

l'expression de son gène puisque celui-ci se trouve sous le contrôle de promoteurs hétérologues 

et/ou comporte des mutations dans le MTC. 

Le profil d'expression de différents gènes partenaires de translocation du gène LAZ3 a 

été étudié récemment au cours des différents stades de la différenciation des cellules B (Chen et 

al., 1998). Contrairement au gène LAZ3 dont l'expression est restreinte aux cellules B matures, 

les gènes BOBI et H4 sont exprimés tout au long de la différenciation des lymphocytes B, RHO 

H est exprimé à tous les stades de différenciation à l'exception du stade pré-B, les gènes JGH, et 

JGL sont exprimés dans les stades pré-B et B mature mais également dans certaines lignées 

plasmocytaires (Chen et al., 1998). Il est possible que des changements subtils de 1 'expression de 

ce gène puissent perturber son fonctionnement. A la suite des translocations, le gène LAZ3 serait 

exprimé ou régulé de façon inappropriée dans les cellules B notamment au stade plasmocyte, la 

régulation de ses gènes cibles serait aussi modifiée, bloquant le processus de différenciation ou 

de mort cellulaire des cellules B et participant ainsi au développement tumoral. Une nouvelle 

recherche de corrélation entre les réarrangements du gène LAZ3 et son expression serait peut-être 

utile, en tenant compte des altérations très précises du gène particulièrement les petites délétions 

et les mutations. D'autre part, le gène LAZ3 a d'autres partenaires dans les translocations que les 

gènes d'lg et ces gènes pourraient être dérégulés par leur mise sous contrôle du promoteur du 

gène LAZ3 (exemple RHOH). 

IV- Existence d'un deuxième promoteur et d'un autre exon non codant 

L'existence de l'exon lB n'a été identifié que par l'équipe japonaise (Miki et al., 1995) et 

par la nôtre. Les études de protection aux ribonucléases et de RT-PCR montrent que cet exon lB 

est bien présent. L'utilisation de cet exon est apparemment moins courante en regard du signal 

faible obtenu en RNase protection. Il est assez peu probable qu'il provienne d'un ARN mal 

épissé qui comporterait une séquence intronique (dans ce cas serait-il détecté par Rnase 

protection?). Les différentes bandes obtenues avec la sonde P516 suggèrent 1' existence de 

plusieurs sites d'initiation de la transcription et donc d'un deuxième promoteur en amont de 

l'exon lB. Dans les deux lignées Raji et K422, les deux promoteurs sont fonctionnels. Il est 

possible que ce deuxième promoteur ne soit fonctionnel que dans certaines cellules ou tissus. Les 

deux séquences non codantes en 5' étant différente, la stabilité et la traductibilité des transcrits 

sont probablement différentes. 
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Suite aux translocations, un changement de promoteur pourrait se produire au niveau du 

gène LAZ3 et perturber son expression. En effet, ce phénomène a été observé dans le cas du gène 

MYC: dans la situation normale, 80 à 90% des transcrits sont initiés au niveau du promoteur P2, 

à la suite d'une «pause» de l' ARN polymérase au niveau du promoteur Pl (Strobl et al., 1993). 

L'induction de la transcription de MYC est également corrélée au déplacement de deux 

nucléosomes (Albert et al., 1997). Au contraire, quand le gène MYC est transloqué à proximité 

des gènes d'lg, il est préférentiellement transcrit à partir du promoteur Pl (Polack et al., 1993; 

Strobl et al., 1993 ). Les séquences des lg à proximité du gène MYC, sur l'allèle transloqué, ont 

un rôle clé dans ce phénomène puisque sur cet allèle le blocage de l'élongation à la jonction 

exonl/intronl n'a plus lieu (Hortnagel et al., 1995). Une combinaison de divers enhancers et 

LCR (région contrôle du locus) des IgH et lgK sont responsables de l'activation du gène MYC 

transloqué (Madisen et al., 1994; Hortnagel et al., 1995). Dans le cas de la lignée de lymphome 

de Burkitt KOB101, porteuse d'une translocation t(2;8) (à 250 Kb en 3' du gène MYC), l'allèle 

transloqué est également porteur de multiples mutations ponctuelles dans l'intron 1 (Tachibana et 

al., 1993). Le taux de transcription de cet allèle est 3 à 5 fois supérieur à celui observé dans des 

lignées B non malignes et l'allèle non transloqué reste silencieux. Dans ce cas, l'activation de 

MYC résulte à la fois de la proximité d'action de 1' enhancer des Igk et de la suppression par les 

mutations d'une régulation négative de l'expression du gène (Tachibana et al., 1993). 

L'initation de transcription d'un promoteur peut influencer l'expression de l'autre par un 

mécanisme d'interférence qui existe chez les procaryotes et les eucaryotes. Au niveau du gène 

BCL2, l'allèle transloqué est exprimé et l'allèle normal reste silencieux dans les cellules de 

lymphome, le transcrit de fusion avec les Ig pourraient réprimer par rétrocontrôle la transcription 

de l'autre allèle (Séité et al., 1988). Dans la lignée K231, seul le transcrit de fusion BOBIILAZ3 

est détecté, confirmant le cas de la lignée Ly-1 dans laquelle seul 1' allèle trans loqué et juxtaposé 

aux séquences promotrices des Ig s'exprime sous forme d'un transcrit de fusion IGHG3-LAZ3, 

tandis que l'autre allèle reste silencieux (Ye et al., en 1995). Qu'en est-il pour les translocations 

avec les autres gènes? Existe-t-il un processus d'exclusion allélique comme dans le cas des lg? 

Dans la lignée (V AL) il n'a pas été possible de déterminer quel allèle est exprimé mais 

l'exon lA n'étant pas détecté, il semble que le promoteur «majeur» du gène LAZ3 ne soit pas 

fonctionnel. La délétion de 2,45 Kb de l'allèle non transloqué pourrait jouer un rôle dans ce 

phénomène. 
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V - Echec de la technique du simple hybride: 

D'autres équipes ont également rencontré quelques difficultés avec cette technique (Kim 

et al., 1997). En utilisant le gène rapporteur HIS3, la plupart des clones positifs étaient de faux 

positifs donc le phénotype HIS+ observé ne dépendait pas de la fixation d'une protéine de la 

banque au promoteur (Kim et al., 1997). Les mêmes auteurs ont aussi utilisé un rapporteur HIS3 

plus sensible (pRS315HIS) mais sa faible activité de base ne permet pas la pousse en milieu sans 

histidine. Au lieu d'insérer les vecteurs rapporteurs HIS et LacZ par recombinaison homologue, 

ils ont utilisé le plasmide centromérique pSK 1 comportant le rapporteur HIS ainsi que le 

marqueur de sélection LEU et le vecteur épisomal pYC7 (capable de s'autorépliquer) comportant 

le gène rapporteur LacZ et le marqueur URA. La sélection de la souche rapporteur a donc pu être 

effectuée sur milieu LEU-, URA-. En revanche, le criblage de la banque a été effectué sur milieu 

LEU-, URA-, HIS-, TRP-. Les clones obtenus ont ensuite été testés par test ~gal pour éliminer 

les faux positifs. Dans notre expérience, le vecteur rapporteur HIS utilisé possède une activité 

basale normalement suffisante pour sélectionner les transformants et ce bruit de fond est ensuite 

éliminé par l'ajout de 3AT lors du criblage de la banque. 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer l'absence de clones positifs: 

- Il est possible que le vecteur pHISi ne se soit pas intégré dans le génome de la 

levure. Dans ce cas comment expliquer que des colonies soient capables de pousser sur milieu 

sans histidine? Il est plus probable que les clones obtenus au final soient des faux positifs chez 

lesquels l'expression de HIS3 ne dépende pas de l'activation du promoteur par une protéine de la 

banque. 

- Lors du criblage, il est possible que les protéines hybrides GAL4 intéragissant 

avec les séquences d'ADN cible soient toxiques pour la croissance des levures. 

-D'autres protéines sont peut-être nécessaires à leur interaction avec l'ADN chez 

les mammifères et n'existent pas chez la levure. 

Il apparait nécessaire d'utiliser un deuxième marqueur de sélection (URA3) et d'un 

deuxième gène rapporteur (LacZ) afin d'éviter les clones faux positifs HIS+. 



CONCLUSION-PERSPECTIVES 
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Nous avons décrit deux cas de réarrangements bialléliques du gène LAZ3 par délétion 

dans le MTC. L'un chez un patient (GUI) porteur d'une monosomie 3 et de trois microdélétions 

de 22, 25 et 101 pb; l'autre dans une lignée cellulaire (VAL) porteuse d'une translocation 

t(3 ;4)(q27 ;p13) et d'une délétion de 2450 pb sur l'autre allèle du gène LAZ3. 

L'identification dans cette région très souvent remaniée ainsi que dans le promoteur de ce 

gène de séquences non codantes conservées entre l'Homme et la Souris, permet d'émettre 

plusieurs hypothèses quant à leur rôle. Ces séquences pourraient avoir plusieurs fonctions: 

(i) agir comme enhancers ou silencers et être impliquées dans l'expression tissu

spécifique et\ou temporelle du gène LAZ3, 

(ii) intervenir dans la régulation de l'expression du gène au niveau de la stabilité ou de 

1' épissage de 1 'ARN. 

De façon très intéressante, les deux séquences de 22 et 25 pb délétées chez le patient 

(GUI) sont homologues respectivement à 100% et 92% à celles de la souris. Ces deux séquences 

sont reconnues spécifiquement par des protéines d'extraits de cellules B et pourraient donc être 

impliquées dans la pathologie. Nous ne pouvons évaluer les conséquences des délétions du 

patient (GUI) sur l'expression du gène LAZ3 car nous ne disposons pas de matériel pour réaliser 

une lignée cellulaire à partir de ce patient ou d'autres cas. Mais l'identification des protéines se 

fixant sur ces séquences permettrait peut-être d'apporter des réponses quant aux conséquences de 

leur délétion dans le cas (GUI). Pour cela: des expériences de gel retard avec des séquences G22 

et G25 mutées pourraient être effectuées pour déterminer les bases nécessaires à l'interaction. 

Des transfections de ces séquences suivies de test CA T dans les lignées testées en gel retard 

permettraient peut-être de mettre en évidence un rôle de ces séquences sur la transcription. Ces 

expériences étaient initialement prévues après le clonage par simple-hybride des protéines 

reconnaissant ces séquences afin de vérifier l'interaction des protéines clonées et des séquences 

G22 et G25 dans un contexte différent (cellules de mammifère). Une technique de biochimie 

aurait pu être utilisée pour la purification des protéines se fixant sur les séquences G22 et G25: le 

passage dans des colonnes contenant les oligos G22 ou G25 ou par la technique appelée « phage 

display ». 

Concernant le simple-hybride, 1 'utilisation des deux gènes rapporteurs LacZ et HIS 

devrait permettre d'éviter les faux-positifs. Une autre solution consisterait à utiliser d'autres 

vecteurs (Kim et al., 1997). 
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L'étude de 1' ensemble des séquences du promoteur et du MTC pourraient être envisagées 

par la construction d'un minigène LAZ3 (vecteur épisomal) et la mesure de l'expression en ARN 

et en protéine dans les cellules transfectées. 

L'utilisation de la technique de l'hypersensibilité à la DNase 1 pour étudier la structure de 

la chromatine de ces fragments permettrait de localiser très précisément les régions 

correspondant à des éléments régulateurs potentiels. Ces expériences pourraient être réalisées in 

vitro ou in vivo avec des lignées cellulaires de diverse origine et exprimant ou non le gène LAZ3. 

Ces expériences pourraient être menées plus particulièrement dans les lignées B établies à partir 

de cellules des centres germinatifs. Dans ces cellules, elles pourraient mettre en évidence des 

séquences responsables de la régulation négative de l'expression de LAZ3 au cours de la 

différenciation terminale de ces cellules en cellules productrices d'anticorps et en cellules B 

mémoire. 

L'étude de 1' expression des allèles du gène LAZ3 et l'utilisation de ses deux premiers 

exons non codants alternatifs dans les lignées réarrangées dont nous disposons, montrent dans le 

cas de la lignée Karpas 231, porteuse d'une translocation t(3;11), que seul l'allèle transloqué 

s'exprime sous forme d'un transcrit de fusion , l'allèle non transloqué restant silencieux. En ce 

qui concerne la lignée (VAL), l'allèle transloqué s'exprime, mais il n'est pas possible de 

conclure sur 1' expression de 1' allèle porteur de la délétion. Il serait intéressant de pouvoir tester 

d'autres cas de réarrangements pour connaître leur influence éventuelle sur l'utilisation des deux 

exons lA et lB du gène LAZ3 et l'expression de ses allèles. L'existence d'un deuxième 

promoteur laisse supposer qu'une régulation «normale» de LAZ3 est toujours possible, à moins 

que les altérations au niveau du MTC puissent affecter son fonctionnement. Une étude 

approfondie de ce promoteur permettrait de mieux comprendre la régulation de 1 'expression du 

gène LAZ3. 

Enfin pour étudier les conséquences des délétions du patient (GUI) sur le gène LAZ3 et 

leur éventuelle conséquence sur le développement du LNH ou sa progression, il est possible de 

reconstituer ces délétions chez la souris par knock-in. La même technique pourrait être utilisée 

pour reconstituer in vivo les réarrangements du gène LAZ3 (translocations, délétions et/ou 

mutations) afin de déterminer s'ils sont impliqués directement dans le développement de LNH. 



MATERIEL ET METHODES 
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1 - Extraction et purification des acides nucléiques 

1.1 Extraction d'ARN 

Les ARNs des différentes lignées cellulaires ont été extraits selon la méthode 

isothiocyanate de guanidine (GT)/ chlorure de césium (CsCl): brièvement, après un lavage au 

PBS* lX (*: voir composition des tampons p ?), les cellules sont passées dans un dounce 

contenant du tampon GT* auquel on ajoute ensuite 2g de CsCl. Le mélange est passé sur une 

seringue puis déposé sur coussin de CsCl * et centrifugé une nuit à 250 000 g sur un rotor à 

godets oscillants SW41 (Beckman). Les culots sont repris dans du tampon TE lX; 0,1% SOS. 

Après une extraction volume/volume par un mélange chloroforme/butanol ( 411 ), 1 'ARN est 

précipité par 2,5 volumes d'éthanol absolu et 1110ème de volume d'acétate de sodium 3M et par 

une centrifugation à 12000 g de 30 min, à 4°C. Les culots sont lavés à l'éthanol à 70° et séchés 

puis, solubilisés dans de 1' eau distillée traitée au DEPC ( diéthylpyrocarbonate) 0,1 %. Le dosage 

des ARNs s'effectue par une spectrophotométrie UV à 260 nm. 

1.2 Extraction d'ADN 

L'extraction d'ADN des lignées cellulaires est effectuée après un lavage des cellules dans 

du tampon PBS lX. Les culots cellulaires sont remis en suspension dans du tampon STE* lX en 

présence de protéinase K (50!-lg/ml) et de sarcosyl 0,5%, puis agités doucement une nuit à 42°C. 

Après une purification par extraction volume/volume au phénol, au phénol/chloroforme (111) et 

au chloroforme, 1' ADN est précipité par 2 volumes d'éthanol absolu et 111 oème de volume 

d'acétate de sodium 3M. Après une centrifugation à 12000 g de 30 min, à 4°C, le culot est lavé à 

1' éthanol à 70°, séché et repris dans du TE 1 X. L'ADN est dosé par spectrophotométrie UV à 

260 nm. 

1.3 Analyse par Southern blot 

L'ADN est digéré pendant la nuit par des enzymes de restriction appropriées à raison de 

1 OU l11g d'ADN à la température et dans le tampon indiqué par le fournisseur (Boerhinger). Les 

fragments d'ADN sont précipités à 1 'éthanol, repris par 20111 de TE 1 X et séparés par une 

électrophorèse sur gel d'agarose 0,8% dans un tampon phosphate* lX à 30V à 4°C pendant 16 à 
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20 heures. Le gel est ensuite traité par un tampon dénaturant (NaOH 0,5 N; NaCl 1,5 M) (2 fois 

30 min) puis par un tampon neutralisant (Tris-HCl 0,5M pH 6,5; 3M NaCl) (2 fois 30 min). 

L'ADN est transféré par capillarité sur une membrane de nitronylon (Hybond C extra, 

Amersham) par un flux de SSC 6X pendant une nuit. L'ADN est ensuite fixé sur la membrane 

par un chauffage de 2h à 80°C. La membrane est préhybridée 1 à 2h à 42°C dans 10 ml de 

tampon SSPE*, 0,1% SDS puis mise en contact avec 2 à 3x1 07 cpm de sonde marquée au a 32P

dCTP (cf paragraphe 11.1) pendant 12h à 42°C, sous agitation. L'hybridation non spécifique est 

éliminée par lavages successifs dans du SSC2X à température ambiante, dans une solution SSC 

0,1X; SDS 0,1 %à température ambiante puis à 50°C. Les signaux d'hybridation sont visualisés 

par une autoradiographie sur film (Kodak) en utilisant des cassettes à écrans intensifiants. 

II - Marquage des sondes 

11.1 Marquage de sonde d'ADN double brin 

Le marquage des sondes d'ADN double brin est effectué par la technique de 

multiamorçage au hasard en utilisant le kit rediprime DNA labelling system (Amersham) et du a 
32P-dCTP selon les instructions du fournisseur. La sonde est ensuite purifiée par un gel filtration 

sur colonnes Sephadex G50 et dénaturée par la soude. 

II .2 Marquage de sonde oligonucléotidique 

11.2.1 Pour le retard en gel 

Les oligonucléotides simple brin complémentaires (G22 ou G25) sont mis en contact à 

raison de 1~-tgl~-tl dans une solution de Na Cl 0,1 M; TE 1 X, hybridés par une incubation de 3 min 

à 1 00°C et refroidis progressivement à température ambiante. Le marquage des sondes 

oligonucléotidiques s'effectue par une addition d'un groupement phosphate en 5' de 

l'oligonucléotide grâce à la Polynucléotide Kinase. La réaction s'effectue sur 200 ng 

d'oligonucléotide par une incubation d'une heure à 37°C en présence de 30 ~-tCi de l 2P-ATP 

(Amersham) et 10 U d'enzyme, dans un volume réactionnel de 20 ~-tl (10 mM Tris-acétate; 10 

mM Acétate de Magnésium; 50 mM Acétate de Potassium). La Polynucléotide Kinase est 

inactivée par une incubation de 10 min à 75°C. 
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La purification de la sonde s'effectue par une électrophorèse en gel d'acrylamide 8% non 

dénaturant. Après quelques minutes d'autoradiographie sur film, la bande correspondant à la 

sonde double brin marquée est découpée très finement et placée dans 1 ml de TE 1 X. L' élution 

de l'ADN s'effectue par une incubation de 3h à 37°C, par une agitation au vortex pendant la nuit 

à température ambiante, suivi d'une centrifugation à 12000 g de 30 min. Le surnageant est 

prélevé et l'activité de la sonde est mesurée par scintillation liquide (Compteur Hewlett

Packard). 

11.2.2 Pour le criblage d'une banque d'expression 

Le marquage des extrémités 3' du fragment double brin contenant 3 copies de la séquence 

G22 digéré EcoRI/Xbal a été effectué par le fragment Klenow de l'ADN polymérase d'E. Coli 

(Boerhinger). La réaction a lieu 30 min à température ambiante en présence des 

désoxynucléotides a 32P-dATP, a 32P-dCTP (10 à 20 J.!Ci, Amersham) et dTTP(0,2 mM), de 2U 

d'enzyme, dans un volume final de 50 J.ll de tampon H lX (Boerhinger). La sonde est ensuite 

purifiée par un gel filtration sur colonnes Sephadex G25 (Boerhinger). L'activité de la sonde est 

mesurée sur un aliquot par scintillation liquide (Compteur Hewlett-Packard). 

11.3 Marquage de sonde ARN 

Le plasmide contenant la sonde d'intérêt est linéarisé par une enzyme de restriction dont 

le choix dépend du type de sonde désiré (sens ou antisens). Le plasmide linéarisé est précipité à 

l'éthanol absolu (2 volumes) et à l'acétate de sodium 3M (lllü"me volume), lavé à l'éthanol à 70°, 

séché et resuspendu dans de l'eau DEPC de façon à obtenir une concentration de 0,5J.lgiJ.ll. 

Dans notre cas, les sondes utilisées pour les expériences de protection aux ribonucléases 

sont clonées dans le vecteur pKS bluescript qui comporte les promoteurs T3 et T7 utilisés par les 

ARNpolymérases correspondantes. Les sondes sont complémentaires à l'ARNm (antisens) et 

sont synthétisées par incorporation de ribonucléotides (rATP, rCTP, rGTP, rUTP) par l'enzyme 

T3 ou T7 RNA Polymérase (Boerhinger). La réaction s'effectue sur 0,5J.lg de plasmide linéaire 

par une incubation d'une heure à 37°C en présence de 30J.1Ci de a 32P-rUTP (Amersham), 0,4 

mM de chaque ribonucléotide non marqué (Boerhinger) et 20U d'enzyme, dans un volume 

réactionnel de 25J.1l contenant du Tampon polymérase lX (Boerhinger), 1 J.ll d'inhibiteur de 

RNase (Boerhinger), DTT (Dithiothréitol) 20mM, BSA 0,1 mg/ml. Après une incubation de 10 

min à 37°C en présence de 0,4mM de rUTP non marqué, la matrice d'ADN est digérée par 20U 
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de Dnase 1, sans RNase (Boehringer) dans un volume final de 30 Ill (tampon de l'enzyme lX), 

par une incubation de 15 min à 3 7°C. 

La sonde est purifiée par extraction volume/volume au phénol/chloroforme pms au 

chloroforme. Le dosage est effectué par comptage à scintillation liquide. La sonde est conservée 

à-80°C. 

III - Criblage des banques génomiques et caractérisation des clones 

Le clonage des bandes réarrangées de la lignée V AL a été effectué par criblage d'une 

banque génomique préparée à partir de l'ADN de la lignée (V AL) : après la digestion 

enzymatique partielle par Sau3A, les fragments d'ADN de taille comprise entre 15 et 20 Kb sont 

fractionnés sur gradient de sucrose puis ligués dans le phage ÀEMBL3 (kit Gigapack II plus 

Stratagène ). Cette banque a été criblée avec la sonde F3 72 et les clones positifs ont été analysés 

par cartographie de restriction et séquençage. 

Le clonage de la bande réarrangée du MTC du patient GUI a été effectué par criblage 

d'une banque génomique partielle préparée (par S. Quiet) à partir de 1 'ADN de ce patient, après 

une digestion enzymatique, une migration électrophorétique, une sélection et une purification des 

fragments d'ADN de taille comprise entre 2 et 4 Kb. 

Les séquences du MTC et du promoteur humain du gène LAZ3 proviennent du sous

clonage du phage recombinant ÂGG 1 isolé précédemment d'une banque d'ADN normal humain, 

clonée dans le vecteur EMBL4 (Stratagène) (Deweindt et al., 1993). 

Le clonage des séquences équivalentes chez la souris a été effectué par un criblage d'une 

banque génomique préparée à partir de l'ADN de la lignée NIH3T3 dans le vecteur ADASH II 

(Stratagène) (Don de A. Bègue, Institut Pasteur de Lille). 

III.1 Titration des banques 

1ml d'une préculture de bactéries hôtes E. Coli LE392 est ensemencé dans 20ml de 

milieu LB* additionné de maltose 0,2% et MgS04 10 mM. Les bactéries sont mises en culture à 

37°C sous agitation jusqu'à ce qu'elles soient en phase de croissance exponentielle. Elles sont 

conservées à +4°C jusqu'au moment de l'infection. 

Un aliquot de la banque est dilué au 11100, 111000, 1/10 000 dans du tampon TMG*. 10 ou 100 

Ill de chaque dilution sont ajoutés à 200 Ill de bactéries. L'adsorption des phages sur les bactéries 

est effectuée à 37°C pendant 15 min. 3 ml de top agarose 0.8%, conservé à 55°C sont ajoutés à la 
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suspension et étalés sur boîte de Pétri (1 00 mm) contenant du LB agar 1 ,5%. Les boîtes sont 

incubées une nuit à 37°C. Le comptage des plages de lyse permet le calcul du titre de la banque. 

111.2 Criblage des banques 

Le criblage est réalisé sur 30 à 40 boîtes de Pétri de 100 mm. Environ 20 000 phages sont 

étalés par boîte. Une empreinte des plages de lyse est réalisée par un transfert sur filtre de 

nitrocellulose (Biotrace NT Gelman Sciences). Les filtres sont numérotés et des repères sont 

effectués à l'aide d'une aiguille. L'ADN transféré est traité par un bain de 2 min dans une 

solution dénaturante (NaCl 1.5M, NaOH 0.2mM), puis il est traité pendant 4 min dans une 

solution neutralisante (Tris 0.5M, pH 7.5, NaCl 1.5M). Les filtres sont séchés puis fixés par 

cuisson à 70°C pendant 2h ou sous 5 min de rayonnement UV. 

Les filtres sont préhybridés pendant une heure à 42°C dans le tampon d'hybridation 

choisi (pour une hybridation plus ou moins stringente ou pour le criblage avec un oligonucléotide 

marqué). L'hybridation a lieu sous agitation pendant la nuit dans 10 à 15 ml de tampon auquel a 

été ajoutée la sonde marquée au 32P (environ 1.1 06cprnlfiltre ). Après lavages (cf paragraphe 1-

2.3), les filtres sont séchés et mis en autoradiographie une nuit. Les plages positives sont repérées 

sur la boîte de Pétri grâce aux repères effectués lors du transfert. Ces phages sont repiqués à 

l'aide d'un cure-dent et dilués dans 1 ml de tampon TMG*. Plusieurs dilutions sont étalées de 

façon à obtenir des plages bien isolées. Un second tour de sélection est effectué par une nouvelle 

hybridation des répliques pendant 3 à 4 heures puis une autoradiographie. Les clones positifs 

sont amplifiés et leur ADN est extrait selon la technique au CsCl de Sambrook et al., 1989. A 

chaque étape, après la lyse et la précipitation des bactéries, un stock de phages est conservé à 

+4 °C, additionné de quelques gouttes de chloroforme. 

111.3 Cartographie des phages et sous-clonage des fragments d'intérêt dans un plasmide 

Les clones sont cartographiés par simple et double digestion enzymatique. Après une 

électrophorèse en gel d'agarose 0,8%, les fragments d'ADN sont transférés sur une membrane de 

nitronylon et hybridés avec la sonde utilisée pour le criblage de la banque. Les bandes 

s'hybridant avec la sonde sont prélevées, l'ADN est purifié par adsorption sur billes de silice 

(QUIAEX II, Quiagen) puis ligué dans le plasmide pKSBluescript (Stratagene ). Le site de 

clonage de ce vecteur est situé dans le gène codant le peptide a de la ~-galactosidase de 1' opéron 



114 

lactose, sous le contrôle d'un promoteur inductible par l'IPTG (lsopropyl-~-D-thio

galactopyranoside). La bactérie XL 1 utilisée est délétée de ce fragment (génotype: recAI endA 1 

gyrA96 thi-l hsdRl7 supE44 relAl lac [F 'proAB laclqZL1Ml5 Tnl 0 (tetr)]). La sélection des 

recombinants s'effectue sur milieu LB Amp contenant de l' IPTG et le substrat de la ~

galactosidase, le X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-~-galactoside). Le dérivé métabolisé du X

gal étant de couleur bleue, seules les colonies recombinantes, incapables de métaboliser le X-gal, 

resteront blanches. 

111.3.1 Préparation du vecteur 

4f..!g de plasmide sont digérés par 20U d'enzyme de restriction (Boehringer) pendant deux 

heures à 37°C dans un volume réactionnel de 30 f.ll. Le vecteur est ensuite déphosphorylé par 

20U de Phosphatase alcaline (Boehringer) pendant une incubation d'une heure à 37°C. L'ADN 

est purifié par extraction au phénol/chloroforme et précipité. Le culot est repris et dosé par une 

électrophorèse en comparant son intensité à une gamme de concentration d'un plasmide témoin. 

III.3.2 Ligation 

Les fragments d'intérêt sont ligués à 100 ng de vecteur dans un volume réactionnel de 20 

f.ll (tampon de ligation lX, 0.5mM ATP) en présence de 4U de Ligase (kit de ligation Proméga). 

La réaction s'effectue une nuit à l6°C. 

III .3 .3 Transformation bactérienne 

La préparation de bactéries compétentes est effectuée selon la méthode de Chung et 

Miller, 1988. Une préculture de bactéries est ensemencée au 1120ème dans du milieu LB. Lorsque 

les bactéries sont en phase de croissance exponentielle (D060onm= 0,3-0,6), elles sont centrifugées 

à 1000 g pendant 10 min, à 4°C. Le culot de bactéries est remis en suspension dans 1/lOème du 

volume de culture dans du tampon TSB* conservé à 4°C. Après une incubation de 10 à 20 min 

dans la glace, les bactéries peuvent être conservées à -70°C, aliquotées par 1 OO!Jl sous 

congélation instantanée dans un mélange carboglace/éthanol. 

Pour la transformation proprement dite, 3 !Jl de ligation (ou 100 pg de plasmide) sont 

dilués dans 1 O!Jl d'eau et mis en contact avec lOO!ll de bactéries compétentes. Le mélange est 
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incubé 10 à 30 min dans la glace puis additionné de 0,3 à 0,9 ml de milieu TSB glucosé (20 

mM). Après une incubation une heure à 37°C sous agitation (225 rpm), 20 à 200 j..tl de bactéries 

sont étalés sur boîtes LB Amp contenant 0,1 mM d'IPTG et 0,05 mM d'X-gal. Après une 

incubation d'une nuit à 37°C, les colonies blanches sont repiquées en milieu liquide (LB Amp) et 

l'ADN plasmidique est extrait par lyse alcaline. Après un contrôle de digestion enzymatique sur 

gel d'agarose, l'amplification du clone bactérien d'intérêt est effectuée dans 150 ml de LB Amp. 

L'ADN plasmidique est extrait selon le protocole Quiagen. 

IV - Séquençage 

2 à 3 jlg d'ADN plasmidique sont utilisés par réaction de séquence. Celle-ci s'effectue 

selon la méthode de Sanger en utilisant de l'a 35S-dATP dans les conditions décrites dans le kit 

Sequenase version 2.0 (United States Biochemical). 

V- Criblage d'une banque d'expression 

La banque criblée est une banque de lymphocytes humains 5 ' strech Clontech, clonée 

dans le phage Àgt11. 

La titration s'effectue comme précédemment décrit au paragraphe 11.1 mais en utilisant le 

tampon de dilution Lambda lX (Clontech) et la bactérie Yl 090{ dont le génotype est : araD 139 

hsdR (rk-, mk+) rncrA- rspL supF trpC22::Tn10 L\lacUl69 Mon (pMC9). Les boîtes ne sont 

incubées que pendant 6-7 heures à 3 7°C. 

Le criblage s'effectue sur 20 à 40 boîtes de 1 00 mm contenant chacune environ 1 0 000 à 

20 000 plages de lyse. Les boîtes sont mises en incubation pendant 3h30 à 42°C. Les filtres de 

nitrocellulose sont préalablement saturés par un bain de 1 0 min dans de 1' IPTG 1 0 mM puis 

séchés avant d'être déposés sur les boîtes. Les boîtes sont remises en incubation pendant 6h à 

37°C. Avant d'enlever les filtres, des repères sont effectués et les boîtes sont mises à 4°C 

pendant 10 à 15 min. Les filtres sont ensuite immédiatement placés dans un bain de BLOTTO* 

(20 ml par filtre). Après une incubation de 60 min à température ambiante sous légère agitation, 

les filtres sont lavés deux fois 10 min dans 20 ml de TNE-50*. A cette étape, les filtres peuvent 

être utilisés directement pour le criblage ou stockés à 4°C pendant 12 à 24 h dans du TNE-50. 
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Lors du criblage, les filtres sont incubés pendant une heure sous faible agitation dans du 

TNE-50 en présence de 1 à 2x 106 cpm/ml de sonde oligonucléotidique marquée au 32P (cf 

paragraphe Il) et 10 Jlg/ml de Pol y( dl -dC) (cette préparation peut servir successivement pour 5 

filtres). Les filtres sont ensuite lavés quatre fois 10 min dans du TNE-50, séchés et mis en 

autoradiographie. Les clones positifs sont réisolés par la même procédure et 1' ADN phagique est 

extrait à partir d'un lysat effectué en milieu liquide. 

VI - Electrophorèses 

VI.l Electrophorèse en gel d'agarose 

Les fragments d'ADN digérés à analyser sont dilués dans une solution de Bleu de 

bromophénol (3110 v/v) et déposés sur un gel d'agarose (0,8% à 2% agarose; 0,5X TBE*, BET 

0,5 Jlg/ml). La migration s'effectue le plus souvent à lOOV pendant 30 min. L'analyse se fait 

sous lampe UV (254 nm). Les marqueurs de taille utilisés sont le 1 Kb ou le 100 bp (Pharmacia). 

VI.2 Electrophorèse en gel d'acrylamide 

VI.2.1 Electrophorèse en gel d'acrylamide dénaturant 

Pour le séquençage ou la protection aux ribonucléases, les électrophorèses sont réalisées 

dans un gel dénaturant (6% Acrylamide/bis acrylamide (1911); Urée 8M; TBE lX). Le gel est 

polymérisé par addition de TEMED 1% et de persulfate d'ammonium 1% (concentrations 

finales). Les tampons de dépôt sont dénaturants et la séparation des produits de séquençage ou de 

protection aux ribonucléases s'effectue à 85W dans un tampon TBE lX. Après séchage, les gels 

sont autoradiographiés en utilisant les films X-OMAT Kodak ou sur Phosphorimager. 

VI.2.2 Electrophorèse en gel d'acrylamide non dénaturant 

Pour la purification des sondes oligonucléotidiques, un gel non dénaturant (8% 

acrylamide, TBE lX) est utilisé. La migration s'effectue à température ambiante pendant 2h30 à 

150V constant. 

Pour les expériences de retard en gel, les complexes ADN/protéines sont séparés dans un 

gel non dénaturant (5% polyacrylamide; TBE 0,5X), également polymérisé par addition de 
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TEMED 1% et persulfate d'ammonium 1%. La migration s'effectue à température ambiante 

pendant environ 2 h à 150V constant dans du tampon TBE 0,5X. 

VII- Culture des lignées cellulaires 

Les lignées cellulaires utilisées, qui sont référencées sur le catalogue A TCC (Rockville, 

MD, USA), sont les suivantes: 

HeLa CCL2, NIH 3T3 CRL 1658, Raji CCL 86, K562 CCL 243, HSB2 CCL 120.1, COS-1 CRL 

1650. 

La lignée HT29 a été mise à notre disposition par le Dr Zweibaum. 

Les lignées B K231 et K422 ont déjà été décrites (Nacheva et al., 1993) et ont été mises à 

disposition par le Dr. A. Karpas, Université de Cambridge, UK. 

La lignée V AL a été établie et mise à notre disposition par le Dr. C. Bastard. 

Les lignées cellulaires Raji, V AL, K231, K422, K562 sont cultivées dans un milieu RPMI 1640 

( Gibco BRL) enrichi à 1 0% de sérum de veau foetal décomplémenté et filtré (Boehringer ), à 

3 7°C dans une atmosphère humide à teneur en co2 de 5%. 

Les lignées cellulaires COS-1, HT29 et HSB2 sont cultivées dans un milieu DMEM enrichi à 

1 0% de sérum de veau foetal. 

Les lignées HeLa et NIH3T3 sont cultivées dans le même milieu mais enrichi à 10% en sérum de 

veau nouveau-né. 

VIII - Transfection cellulaire et CA T essai 

La transfection s'effectue dans des boîtes de 60 mm quand les cellules sont à 30 à 50% de 

confluence. 

VIII.1 Transfection par DOTAP (Transfèction reagent) (Boehringer) 

Pour chaque transfection, 5 )lg d'ADN plasmidique sont dilués dans un tampon HBS 

(HEPES 20 mM, NaCI 150 mM; pH 7,4) dans un volume final de 100 ).ll. D'autre part, 30 ).11 de 

réactif (DOTAP) sont ajoutés à 70 )li de tampon HBS. Les deux solutions sont mélangées et 

mises en incubation à température ambiante pendant 30 min. Après addition de 5,8 ml de milieu 

de culture au mélange, celui-ci est versé sur les cellules dont le milieu a été préalablement aspiré. 
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Les cellules sont incubées à 3 7°C pendant 18 à 20 h au bout desquelles le milieu des cellules est 

renouvelé. L'incubation des cellules se poursuit pendant 24h. 

VIII.2 Transfection par lipofectamine (GIBCO-BRL) 

Pour chaque transfection, 3 !Jg d'ADN plasmidique (dont 0,5 !Jg de vecteur pSVLuc) sont 

dilués dans 100 1-11 de milieu dans sérum (Opti-MEM, GIBCO-BRL). En parallèle, 2 à 25 111 de 

lipofectamine sont dilués dans 100 1-11 d'Opti-MEM. Pour les cellules HeLa, la quantité de 

lipofectamine optimale est 2 !lli!Jg d'ADN; pour les NIH 3T3, elle est de 6 !Jll!lg. Les deux 

solutions sont mélangées et mises en incubation à température ambiante pendant 15 à 45 min. 

Après addition de 3,2 ml d'Opti-MEM, le mélange est versé sur les cellules préalablement 

rincées avec ce même milieu. Les cellules sont incubées pendant 6 à 20 h à 37°C, le milieu des 

cellules est ensuite remplacé par 5 ml de leur milieu de culture habituel contenant du sérum. Les 

cellules sont incubées de nouveau à 37°C pendant 24h. 

VIII.3 Préparation des lysats cellulaires 

VIII.3 .1 Méthode des chocs thermiques 

(utilisée lors des transfections utilisant le réactif DOT AP) 

Les cellules sont lavées au PBS 1 X et centrifugées 5 min à 1500 rpm. Les culots sont 

remis en suspension dans 100 111 de Tris 0,25 M pH 7,7 et la lyse des cellules s'effectue par une 

succession de chocs thermiques (1 0 min à -80°C, 10 min à 3 7°C, 3 cycles) puis un passage aux 

ultrasons de 20 s. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation à 10 000 g de 10 min. Le 

dosage des protéines des extraits est effectué sur un volume de 10 1-11 dilués dans 1 ml d'eau 

distillée par spectrophotométrie à 280 nm. 

VIII.3.2 Utilisation d'un tampon de lyse (Reporter lysis buffer, Promega) 

(lors des transfections par lipofectamine) 

Les cellules sont lavées de la même façon que précédemment. Les culots cellulaires sont 

repris par 300 111 de tampon de lyse 1 X puis sont incubés sur glace pendant une heure avec 3-4 

homogénéisations au vortex pendant 1 min. Les débris cellulaires sont éliminés par 

centrifugation à 12000 g d'une minute. 
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VIII.3 .3 Dosage de l'activité Luciférase. 

Lors des transfections par Lipofectamine, l'efficacité de transfection a été évaluée par la 

mesure de l'activité de la Luciférase, enzyme codée par le plasmide pSVLuc. Pour cela, l'activité 

enzymatique de 80 à 100 1-11 de lysat cellulaire est déterminée par un luminomètre (Bertold) dans 

2001-11 de tampon Luc* auquel est ajouté extemporanément de la luciférine 0,125 mM final 

(Proméga) et de l'A TP 1 mM final (Pharmacia). 

VIII.4 Dosage de l'activité chloramphénicol acétyle-transférase (CAT) 

La réaction s'effectue avec un volume variable de lysat cellulaire, après une correction en 

fonction de 1 'efficacité de transfection, déterminée par le dosage de la luciférase ou, en fonction 

du dosage protéique. Ce volume est ramené à 100 1-11 par addition de tampon de lyse et incubé 

pendant 1h 30 à 37°C en présence de 20 Ill d'acétyle coenzyme A 4mM (Boerhinger) (0,5 mM 

final), 35 Ill d'eau distillée, 0,5 1-11 de 14C-dichloroacétyl 1,2 chloramphénicol (Amersham) à 0,1 

mCi /ml. La réaction est arrêtée par l'addition de 0,6 ml d'acétate d'éthyle. Le mélange est 

homogénéisé par 30 s de vortex puis centrifugé 5 min à 12 OOOg. La phase organique est prélevée 

et séchée sous vide. Le culot est remis en suspension par 201-11 d'acétate d'éthyle et 

chromatographié sur une couche mince de gel de silice (20x20 cm Polygramm). La séparation 

des formes acétylées et non acétylées du substrat est réalisée pendant 45 min en tampon 

chloroforme/méthanol (95/5). Les couches minces sont ensuite mises en autoradiographie une 

nuit au minimum. 

Le pourcentage d'acétylation est déterminé par la mesure du taux de radioactivité des 

formes acétylées par rapport aux formes non-acétylées. Ce pourcentage a été évalué pour la 

quasi-totalité des expériences par comptage en scintillation liquide des taches découpées à partir 

du gel de silice. Pour les dernières expériences, il a été mesuré par Phosphorimager (Molecular 

Dynamics). 

IX - Retard en gel 

La préparation des extraits nucléaires a été effectuée selon la méthode de Andrews et 

Falier, 1991. De 5x105 à 107 cellules sont lavés dans 1,5 ml de PBS lX puis centrifugées à 10 

OOOg pendant 10 s. Le culot est resuspendu dans 400 1-11 de tampon A*. Après une incubation de 
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10 min sur la glace, et 10 min de vortex, les cellules sont centrifugées à 10 OOOg pendant 10 s. Le 

culot est repris par 20 à 100 111 de tampon C* et incubé sur glace pendant 20 min. Les débris 

cellulaires sont éliminés par une centrifugation à 10 OOOg de 2 min, à 4°C. Le surnageant, 

contenant les protéines nucléaires, est prélevé et conservé à -70°C. Le rendement est 

généralement de 50 à 75 11g de protéines par 106 cellules. 

La réaction d'interaction ADN/protéines s'effectue avec environ 151-lg d'extraits 

nucléaires, 1111 (20 000 cpm) d'oligonucléotide double brin marqué en 5' (cf paragraphe II-2), 

1111 de poly-dldC (2 mg/ml, Pharmacia), 1 111 de BSA (5 mg/ml) et un tampon de fixation (NaCl 

50 mM; Tris-HCl 10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM; ~mercapto-éthanol 10 mM; glycérol 15%) afin 

d'obtenir un volume final de 10 111. Pour les expériences de compétitions, l'incubation a lieu en 

présence d'un excès de 100 fois d'oligonucléotide double brin non marqué. La réaction 

d'incubation s'effectue à 32°C pendant 30 min. Les complexes ADN/protéines sont séparés de la 

sonde libre par électrophorèse en gel d'acrylamide 5% non dénaturant. 

X - Protection aux ribonucléases 

201-lg d'ARN totaux ou 51-lg d'ARNt d'E.Coli sont mis en contact avec 5xl05 cpm de 

sonde ARNe (cf paragraphe II-3) dans un 30!-11 de tampon d'hybridation (80% formamide, NaCl 

400 mM, EDTA lmM, PIPES pH 6,5 40mM). Le mélange est dénaturé 5 min à 85°C et incubé 

pendant 4h à 37°C puis 10 à 12h à 30°C. Après une hybridation, les ARNs simple brin non 

hybridés sont éliminés par l'addition de 300111 de tampon de digestion (NaCl 300mM, EDTA 

5mM, Tris-HCl pH 7,5 10 mM) contenant 30 11g/ml de RNase A et 211g/ml de RNase Tl 

(Boerhinger). La réaction d'incubation s'effectue pendant 30 min à 30°C. Les nucléases sont 

inactivées par digestion à la protéinase K (50 11g/ml), 0,1% SDS pendant 15 min à 37°C. La 

purification des ARNs hybridés s'effectue par extraction volume/volume au phénol/chloroforme 

(1/1) puis au chloroforme, suivie d'une précipitation à l'éthanol absolu en présence de 5!-lg 

d' ARNt. Les fragments protégés sont analysés par une électrophorèse en gel d'acrylamide 4 à 

6% selon les tailles attendues. La taille des fragments protégés est évaluée par comparaison au 

marqueur de taille X (Boerhinger). Ce marqueur est déposé sur un gel après un marquage 

radioactif par la Polynucléotide kinase (cf paragraphe II -4 ). 
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XI- Criblage d'une banque d'expression par la technique de Simple-hybride in vivo chez la 

levure. 

Ce système permet d'isoler de nouveaux gènes codant des protéines se fixant sur une 

séquence d'ADN cible. Il peut également être utilisé pour cartographier un domaine de fixation à 

l'ADN d'une protéine connue. Cette technique est basée sur le même principe que le double

hybride: une protéine, fusionnée au domaine transactivateur du facteur de transcription GAL4, 

reconnaît sa séquence cible d'ADN, clonée en amont d'un gène rapporteur. L'interaction 

protéine-GAL4/ ADN active alors la transcription du gène rapporteur. Un schéma récapitulatif 

des différentes étapes est présenté page 83. 

XI.l Préparation des vecteurs rapporteurs contenant la séquence d'ADN cible 

Chaque vecteur doit comporter trois copies en tandem de la séquence d'ADN 

cible d'intérêt. Afin d'obtenir les concatémères des séquences G22 et G25, les sites de restriction 

BamHI et Bglll (sites compatibles) ont été choisis pour cloner la séquence cible dans le site 

BamHI des vecteurs pKS et pTLl (intermédiaires de clonage). Ces constructions ont ensuite été 

digérées respectivement par EcoRII Xbal et EcoRI!Xhol pour cloner les multimères en amont des 

promoteurs des gènes rapporteurs des vecteurs pHISi et pHISi-1 d'une part, et du vecteur pLacZ 

d'autre part (figure 21, page suivante). Les plasmides ont été amplifiés dans la souche 

bactérienne DH5a. 

XI.2 Intégration du vecteur rapporteur dans le génome de la levure 

La souche de levure utilisée est YM4271. Son génotype est le suivant: MATa, ura3-52, 

his3-200, ade2-JOI, lys2-801, leu2-3, 112, trpl-903, tyrl-501. 

L'intégration dans son génome des vecteurs porteurs des gènes HIS3 ou URA3 permettra 

à la nouvelle souche de croître sur milieu sans histidine ou sans uracile. 



pHI Si URA3 

6,7 kb 
p minHIS3 

MSC 

pHISi-1 

5,4 kb p minHISJ 

MSC 

pLacZi URA3 

6,4 kb 

MSC 

v 
pACT 

LEU2 

7,65 kb 

Figure 21: Schémas des différents vecteurs utilisés en simple-hybride. 

MSC : multiples sites de clonage. HIS3 : gène de levure codant l'histidine, URA3 : gène de 
levure codant l'uracile, LEU2 : gène de levure codant la leucine, LacZ : gène bactérien du 
peptide a de la ~-galactosidase, AmpR: gène bactérien de résistance à l'ampicilline, col El 
ori : origine de réplication d' E. Coli. P minHis3 : promoteur minimal du locus HIS3, P eve 1 : 

promoteur minimal du gène de la cycline de levure, GAL4 AD : domaine activateur du 
facteur de transcription GAL4. 
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XI.2.1 Linéarisation des vecteurs rapporteurs 

La linéarisation du vecteur favorise la recombinaison homologue avec la séquence 

équivalente dans le génome de la levure. 

l1-1g de plasmide est digéré dans un volume de 20 1-11 soit par Xhal pour les vecteurs pHISi 

et pHISi-1 (site dans le gène HIS3), soit par Ncol pour le vecteur pLacZ (site dans le gène 

URA3). Les mêmes vecteurs non digérés serviront de témoins négatifs de transformation. 

XI.2.2 Préparation de levures compétentes 

Quelques colonies de YM4271 sont resuspendues dans 1 ml de milieu YPD*. La 

suspension de levures est transférée dans 20 ml de YPD et incubée à 30°C sous agitation 

modérée (250 rpm) pendant 16 à 18 h. Un volume de cette culture est dilué dans 300 ml de YPD 

de façon à obtenir une D0600 de 0,2-0,3. Les levures sont mises en incubation à 30°C pendant 2 à 

4 h jusqu'à obtenir une D0600 comprise entre 0,4 et 0,6 (phase exponentielle de croissance). Les 

levures sont centrifugées dans des tubes de 50 ml pendant 5 min à 1000 g à température 

ambiante. Les culots sont resuspendus dans du TElX stérile et sont rassemblés dans un volume 

d'environ 25 ml. Après une centrifugation à 1 Oüüg de 5 min, le culot est repris dans 1 ml de 

tampon TE/LiAC* lX. 

XI.2.3 Transformation des levures compétentes 

1 001-1g de carrier (ADN de sperme de saumon 10 mg/ml) sont ajoutés à chaque plasmide 

digéré, puis 1001-11 de levures compétentes sont additionnés et mélangés par retournement. Dans 

chaque tube, 600!-11 de tampon PEG/LiAc* sont ajoutés et mélangés délicatement. Après une 

incubation de 30 min à 30°C, sous faible agitation (200 rpm), 70 1-11 de DMSO sont ajoutés. Les 

tubes sont placés pendant 15 min dans un bain-marie à 42°C et mélangés une fois par 

retournement. Après un choc thermique de 10 s dans un mélange eau/glace, les tubes sont 

centrifugés à 10000 g pendant 10 set les culots sont repris dans 200 à 300 1-11 d'eau stérile. 30 1-11 

minimum de ce volume sont étalés sur des boîtes sélectives SD*/-His ou SD/-Ura. Les boîtes 

sont incubées 4 à 6 jours à 30°C (la taille des colonies doit atteindre 2-3 mm). Les 

transformations réalisées avec les plasmides non coupés ne donnent que quelques colonies. Les 
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transformants sont repiqués sur boîtes sélectives et de nouveau mis en incubation. Ces boîtes 

peuvent être conservées 3 à 4 semaines à 4 oc sous parafilm. 

X1.2.4 Test del 'expression de base des nouvelles souches rapporteurs. 

Chaque colonie HIS+ est resuspendue dans 1 ml de TE lX ou d'eau stérile. 5~-tl de cette 

suspension sont étalés sur des boîtes SD/-HIS + 0, 15, 30, 45, 60, 100 mM de 3-aminotriazol. Le 

3AT est un inhibiteur compétiteur de la protéine HIS 3 de levure. Il est utilisé pour inhiber les 

faibles taux de protéine HIS3 produite par les vecteurs rapporteurs intégrés dans les levures. La 

souche rapporteur qui a le plus faible bruit de fond pour 1' expression de HIS3 sera utilisée pour 

le criblage de la banque. Ce test permet de comparer aussi les rapporteurs pHISi et pHISi-1. Les 

souches utilisées par la suite sont les souches pHISi qui ne poussaient plus sur boîte SD/-HIS+ 

15 mM 3AT. C'est donc cette concentration de 3AT qui a été utilisé lors du criblage. 

Pour les souches rapporteurs LacZ, les colonies sont transférées sur filtre et soumises au 

test p-galactosidase. Si les colonies deviennent bleues en plus de 15 min, l'expression de LacZ 

est faible et elles peuvent être utilisées pour un criblage comme double transformants (après 

transformation avec un vecteur pHIS). Cette possibilité n'a pas été testée. 

XI- 3 Criblage de la banque d'expression pour cloner le(s) gène(s) de protéine(s) fixant la 

séquence cible. 

XI.3.1 Amplification de la banque 

La banque utilisée ici est une banque de lymphocytes humains clonée en fusion avec le 

domaine transactivateur GAL4 de levure dans le vecteur pACT porteur du gène de résistance à 

l'ampicilline et du gène codant la leucine. Afin d'obtenir suffisamment de plasmide pour 

transformer les souches de levures rapporteurs, la banque a été amplifiée selon le protocole du 

fournisseur (Matchmaker eDNA library Clontech). La bactérie hôte est E. Coli BNN 132. Son 

génotype est le suivant: endAl gyr96 hsdR17 re/Al supE44 thi 11(/ac-proAB) [F' traD36 

proAB + laclqZ !1Ml5] ÀKC (kan-cre). Brièvement, après titration de la banque, environ 20 000 

colonies sont étalées par boîte. 150 boîtes LB Amp de 150 mm ont été nécessaires afin d'obtenir 

plus de 2 à 3 fois le nombre de clones indépendants présents dans la banque. La croissance des 

bactéries s'effectue à 30°C en raison de la présence du répresseur thermosensible À dans le 

vecteur pACT. Les colonies sont grattées et remises en suspension dans 2 1 de LB + Amp puis 
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mises en incubation à 30°C sous agitation pendant 3 à 4 h. La purification de 1 'ADN plasmidique 

est effectuée par centrifugation en gradient de CsCl (Sambrook et al., 1989). 

XI.3 .2 Transformation des levures 

La souche rapporteur choisie (G22pHISi ou G25pHISi) est rendue compétente selon la 

technique décrite précédemment. Les levures sont resuspendues dans 1,5 ml de tampon TE/LiAc 

et ajoutées à 300 J..Lg d'ADN de la banque et 100 J..Lg de carrier. Après 5 min à température 

ambiante, le mélange ADN/levures est repris dans 17 ml de PEG/LiAc, transféré dans un Eden

Meyer et mis en incubation à30°C pendant 30 min sous agitation (200 rpm). Après addition de 2 

ml de DMSO, le flacon est incubé 15 min à 42°C en agitant de temps en temps puis est placé 

quelques secondes dans un mélange eau/glace. Après centrifugation 5 min à 1000 g à 

température ambiante, le culot de cellules est remis en suspension dans un volume à déterminer 

de TElX stérile (selon la quantité de boîtes à étaler, compter 200J..Ll par boîte environ). Les 

levures sont étalées sur 100 boîtes de 150mm SD/-Leu/-His contenant 15 mM de 3AT et mise en 

incubation à 30°C pendant 4 à 6 jours. Les plus grosses colonies sont repiquées sur milieu 

sélectif. 

XI.3.3 Isolement du (des) plasmide(s) de la levure 

Chaque clone candidat est inoculé dans 5 ml de SD liquide /-Leu/-His/+3AT pour 

maintenir la pression de sélection. Les levures sont mises en incubation à 30°C sous agitation 

(250 rpm) pendant 20h environ Gusqu' à saturation de la culture). Après centrifugation à 1000 g 

de 5 min à température ambiante, le culot est resuspendu dans 200J..Ll de tampon de lyse (Triton 

XlOO 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM). Pour lyser complètement 

les levures et purifier le plasmide, 200 J..Ll de microbilles de verre (Sigma) sont ajoutées ainsi que 

200J..Ll d'un mélange phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/2411). Les tubes sont passés au 

vortex pendant 2 min puis centrifugés à 14 000 g pendant 1 0 min. Le surnageant est prélevé et 

l'ADN est précipité par 2,5 volumes d'éthanol absolu et 1/lOème de volume d'acétate de sodium 

3 M. Après 3 0 min à -70°C, les tubes sont centrifugés à 14 000 g pendant 10 min. Les culots sont 

lavés à l'éthanol à 70°, séché sous vide et resuspendu dans 20 J..Ll de TE lX. 

Cette préparation n'est pas utilisable pour un séquençage direct ou des digestions 

enzymatiques car le nombre de copies d'ADN est généralement trop faible chez la levure pour 

une détection sur gel d'agarose. Une étape de transformation chez E. Coli est nécessaire pour 
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amplifier le plasmide. Les méthodes standards de transformation bactérienne ont été utilisées 

(Sambrook et al., 1989) tout d'abord dans la souche XL 1 puis dans la souche HB 101 ( 

hsdS20(rB- mB-) supE44 ara14 galK2 lacY1 proA2 rspL20 xyl-5 mtl-1 recA13 mcrB mrr) qui 

permet une complémentation de sa mutation leuB et la résistance à l'ampicilline portées par le 

plasmide pACT. La sélection s'effectue sur milieu minimum M9 (Sambrook et al., 1989) 

supplémenté avec une solution de dropout -Leu. 

Devant l'échec de ces procédures, une autre technique d'extraction de plasmide à partir 

d'une colonie de levures et une transformation chezE. Coli a été utilisée sans succès (Kaiser and 

Auer, 1993). 

La technique de PCR peut aussi être utilisée pour amplifier les inserts portés par le 

plasmide pACT (Matchmaker AD LD -Insert screening amplimer Clontech). Cette technique a 

été employée sans succès sur les préparations de plasmides précédentes mais aussi directement 

sur colonies tel que 1 'ont décrit Schenck et al., 1996. 
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COMPOSITION DES TAMPONS 

Bleu de bromophénol: saccharose 40%; 20 mM EDT A; bleu de bromophénol 0,05% 

BLOTTO: Tris HC150 mM pH 7,5; NaCl50 mM, EDTA 1 mM, DIT 1 mM, 5% de poudre 

de lait) 

Milieu LB: bactotryptone 1 Og/1, extrait de levure Sg/1, NaCl Sg/1, pH 7.2) 

Milieu YPD: peptone (Difco) 20g/l; extrait de levure 1 Og/1; agar 20 g/1 (uniquement pour les 

boîtes) pH 5,8. Après autoclavage, ajouter du glucose pour une concentration 

finale de 2%. 

Milieu SD (synthetic dropout): base azotée sans acide aminé (Difco) 6, 7 g/1; agar 20g/l 

(pour les boîtes) pH 5,8. Glucose 2%, solution dropout lX. 

PBS lX: NaC1136 mM; Na2HP04 4,3 mM; KC12,7 mM; KH2P04 1,5 mM (pH 7,3) 

Solution de chlorure de Césium: CsCl 5,7 M; EDTA 0,1 M pH 7,5; DEPC 0,1 %. 

Solution Dropout lOX: L-isoleucine 300 mg/1; L-Valine 1500 mg/ml; L-Adénine (sels 
hémisulfatés) 200 mg/1; L-Arginine, HC1200 mg/1; L-Histidine, 
HCl 200 mg/1; L-Leucine 1 g/1; L-Lysine, HCl 300 mg/1; L
Méthionine 200 mg/1; L-Phénilalanine 500 mg/1; L-Thréonine 2 g/1; 
L-Tryptophane 200 mg/1; L-Tyrosine 300 mg/1; L-Uracile 200 
mg/1. Autoclaver et conserver à 4°C. 

SSC 20X : NaCl 3M; Citrate Trisodique 0,3 M. 

STE lX: NaCl 100 mM; Tris 10 mM pH 8; EDTA ImM. 

Tampon A (extraits nucléaires): HEPES-KOH 10 mM, pH 7,9 à 4°C; MgC12 1,5 mM; KCl 

10 mM; DIT 0,5 mM; PMSF 0,2 mM. 

Tampon C (extraits nucléaires): HEPES-KOH 20 mM, pH 7,9; glycérol25%; NaC1420 

mM; MgC12 1 ,5 mM; EDTA 0,2 mM; DIT 0,5 mM; PMSF 

0,2mM. 

Tampon GT: isothiocyanate de guanidium 40 mM; citrate trisodique 5 mM; p mercaptoéthanol 

0, 7 %; sarcosyl 0,5 %; DEPC 0,1 %. 

Tampon d'hybridation SSPE: 

Tampon d'hybridation 7,5X: 

NaH2P04, H20 50 mM pH 7,2; NaCl 750 mM; EDTA 5 

mM; Denhardt's 5X; formamide 50%; ADN de sperme de 

saumon dénaturé 20 ~-tg/ml; SDS 0,1 %. 

formamide 50%, EDTA 1,5 mM, Denhardt's lX; HEPES 

50 mM pH 7; SSC 7,5X, ADN sp 25 ~-tg/ml. 

Tampon d'hybridation pour oligonucléotides: SSC 6X; Denhardt's 5X; SOS 0,2%. 

Tampon LUC: Tris, HCl pH 8, 25 mM; MgC12 8 mM; OTT 1 mM; Triton X100 1%; 

glycérol 15% 
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Tampon de lyse (levure): Triton X lOO 2%, SOS 1%. NaCI 100 mM, Tris lü mM pH 8, 

EDTA 1 mM 

Tampon PEG/LiAc: PEG 4000 40%, TE/LiAC lX. 

Tampon phosphate lOOX: Na2HPO~ 6,8 mM; NaH2PO~ 3,2 mM 

Tampon TMG: Tris 50 mM pH 7,5. NaCI 0,1 M; MgSO~ lü mM, gélatine 0,01%. 

Tampon TSB: LB pH 6,1; PEG 1 0%; OMSO 5%; MgCI2 1 OmM; MgS04 10 mM) 

TBE lOX: Tris 0,089M; Acide borique 0,089M; EDTA 0,02M (pH8). 

TE lX: Tris 10 mM, pH 8; EOTA 1 mM. 

TE/LiAc lX: Tris-HCllü mM, EOTA 1 mM; acétate de Lithium 100 mM (Sigma), pH 7,5. 

TNE-50: Tris Hel pH 7,5 lü mM; NaC150 mM, EDTA 1 mM, OTT 1 mM). 
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Sm ali deletions occur in highly conserved regions of the LA ZJ / BC L6 
major translocation clustcr in one case of non-Hodgkin's lymphoma 
without 3q27 translocation 
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The LA Z3 j BC L6 gene encoding a Zinc-fingcr nuclcar 
protcin is altercd in :\'on-Hodgkin's Lyrnphomas (i\'HLs) 
by translocations, mutations and/or dclctions clustcred in 
its 5' non coding region, in a 3.3 Kbp EcoRl fragment 
which thus detines the ;\1ajor Translocation Clustcr 
(MTC). In the present study, 11e dcscribe at the molecular 
lercl the del etions fou nd in the :vnc of two (NH L) cases 
using, (i) Di'A obtaincd from a patient (GUI) with a 
monosomy 3 and thrcc microdclctions of 1 01, 22, 25 bp in 
its unique untranslocated 3q27 allelc; (ii) a ccli linc 
derircd from a patient (\'AL) carrying a t(3;4) (q27;pl 1) 
translocation and a 2.4 Kbp dclction in the untranslocatcd 
allele. As the \1TC: is rccurrently subject to alterations, 
we hal'e eluned and sequenced the murine equiralent of the 
human MTC and promoter region in an attempt to 
idcntify sequences weil consened in mammals that may be 
thus important for the LAZ3/BCL6 gene regulation. Wc 
show that the hurnan and mousc 5' upstream regions of 
the LAZ3 j BCL6 gene although mainly intronic share a 
particularly high homology of 79'Y,, on the 01erall 
sequence. Strikingly, the small sequences which are 
deleted in patient (GLI) are highly consened (81 %, 
IOO'Yo and 92% respectiwly). Furthermore, they may 
play a role in the pathogenesis sincc proteins prepared 
from B ccli lines and HeLa nuclcar cxtracts bind to these 
sequences in gel rctardation assays. Although a large part 
of this region is intronic, the high consenation of its 
sequence and the frequency of alterations in i\'HLs 
suggest that they arc likcly to be significant for the 
regulation of the LA Z3 j BC Lo gene. 

Keywords: LAZ.\ BCL6: lymphoma: major transloca
tion clustcr 

Introduction 

Chromosom~tl translocations In\ohing the .1q27 band 
;1re rccurrcn tl y fou nd in non-llodgkin · s lymphomas 
(NHLs) cspecially tn 30- 40"" or d!lfusc large B ccli 
lymphomas (DLCLs) (Lo Cocco ct ol .. 1994: Bastard 
('/ al .. 1994) A clustcr or hrcakpol!ltS \\!thin the 3q27 
region has he en idcnt i lied (Baron ct ul .. 1 99 .\~ De\\ ci nd t 
cl al .. 1 <)93: Yc ct al.. 1 ')'J3a: \'lik1 ct ul .. Jl)L)4) and a 
candidate proto-oncogenc LJ/.3 ( Kcrckaert cl ul .. 
Jl)9)). a ho ealled /JCUJ ( Ye cl al.. 1993b) or HCL~ 
(Miki ct ul .. llJ94) alkctcd h\ thcsc Iransloeattons. \\as 

c(.)[TC'j10!HkncL J-P K~rcLtcrt 
Rcc:èl\èd) .lui\ 1'-.llJ(,: l'è\hc:d 21 Oc:t,,bcr l'!%: :tc:ccplL'd 21 Oc:tc>bcr 
!l)l}(l 

cloncd. The L-4.'73 BCLo gene encodes t'or a protcin 
containing six C terminal 1\rzijipel-lik.c zinc lingers 
(Kcrckacrt cl al .. 19l)3: Ye et al .. 199.\b: Miki el al .. 
1994) and a N terminal BTB. POZ domain (Bard\\'cll ct 
al .. 1994: Albagli cl {/1 .. ]l)95). suggesting that the 
LAZ3 BCL6 protcin may act as a transcriptional 
n:gulator. The LAZ3 BC/.6 codmg sequence \\as 
round to lx: highly conscrved sincc the murinc LAZ3 
BCL6 protein shO\\S l)) 0

.;, amino-acid idcntity \\ith its 
hurnan countcrpart ( Fukuda r'l u!.. 1995). A LAZ-' 
BCL6 recognition DNA sequence has bccn idcntificd in 
rilro (K;l\\amata cl ul .. 1994: Bawn cl ul .. ]l)<J5) and 
LAZ3 BCL6 has rcccntly bccn shm\ n tn hL· a 
transcriptional rcprcssor thn)ugh thts sequence (Dc
\\eindt cl ul .. !l)95: Chang et ul .. ]l)lJ6). This prnpcrt;. 
relies mainly but not exclusi\ch on the BTB POZ 
domain which acts as an autonomous and transCerahle 
transcriptional repressing domain (Alhagli cl al., !lJ96). 
Although clearly implicated in (DLCLs). the mechan
isms underlying the LA7.3 1 BCL6 oncogenic activation 
have not been fully elucidatcd yct. However. the 
LA73 BCLo gene seems to be implicated in B ccli 
difl'crentiatton since its expression appcars tightly 
rcgulated during this proccss (Cattoretti cl al .. !l)95). 
lndced it is expressed in mature B cclls within germinal 
centers but neither in immature B cells precursors nor 
in diiTerentiated plasma cclls (Cattoretti el al., ]')95: 
Flenghi cl u/.. !9l)5: Onizuka cl al .. 1995). The human 
LA73 BCLo promoter has bcen reccntly charactenzed 
(Ühasht cl al .. ll)95) and the commonly acccpted 
hvpothests is thal chromosomal translocations alter 
L-173 BCL6 expression in 13 ccli lymphom;ts by 
promotcr substitution (Ye cl ul .. ]l)95). 

The majority of the 3q27 brcakpoints arc clustcred 
\\ithin a :1 3 Khp EcoRI fragment callcd MTC (iVI<qor 
TransiL)Cttion Clustcr). spanning the lirst non coding 
C\On and the first intron of the C-1/.3 BC!J) gene 
(Kcrckacrt cl al .. 1993: Ye cl al .. 1995) (Figure !). 
Othcr dclcttons and C\Cil biallclic DNA rcarrange
mcnh ha\c hecn identdicd in the MTC (l\<tkamura el 

al .. 1995. 1996). ln addition. 73'';, of DLCL and 47°';, 
or rollicular lymphomas (FL) display alterations \\htch 
arc often biallelic including puint mutatinns and or 
small dclctJons 111 the sam~.: region. 1\ sub-domain oC 
the :VI TC. a 730 bp fragmcn t staning ~ 100 bp or the 
~, boundary of the tlrst cxon. has r~ccntly bcen 
identilicd by SSCP analysis as th~.: Major clustcr sincc 
tl ts altcrL'd by mutatJOib 111 2S 29 cases (Miglia!Za cl 

al.. 1 99 5 ). This region \\til be rekrred to <JS the 1\.1 MC 
for \1 ajnr !VI utations Cl ustcr (sec Figure 1 b ). Wc ha vc 
pre\ iOLhl\ reportcd the sa mc ki nd or bialie]ic 
rcarr,tngcmcnts in a B ccli linc cstahlishcd t'rom ~~ 
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patient (VAL) carrying a translocation t(3;4) (q27;pll) 
(Dcwcindt cl al., 1993; Dallcry ct al., 1995). 

Hcrc, we prcciscly dcscribc at the molccular leve! 
this case \\·ith a translocated allele and the other one 
carrying a 2.4 Kbp dcletion 111 the MTC. In addition, 
wc report another case of NHL, patient (GUI), 
prcscnting a monosomy threc in absence of 3q27 
translocation and three microdeletions of 22, 25 and 
101 bp in the samc region of its rcmaining LAZ3/ 
BCL6 allèle. Taken together, these data suggest an 
important rolc for the LAZ3jBCL6 MTC. In order 
to bettcr definc sequences that may be significant for 
the LAZ3/BCL6 gene regulation, wc used a 
phylogcnctic approach to definc sequences in the 
MTC subjcctcd to strong evolutionary constraints. 
Wc have dctermined the human LAZ3/BCL6 
promotcr and MTC gcnomic sequence and compared 
it to its murinc counterpart. This study has high
lighted weil conscrvcd sequences which include the 
microdeletions round as the only chromosomal 
abnormality in the NHL patient (GUI). 

Rcsults 

T11·o othcr cases ol LAZ3/BCL6 bia/lclic rcarrangcmcnts 
in the MTC 

In a previous study, we have dcscribed by Southern blot 
analysis a case of 3q27 biallelic rearrangement from a 

E EE 

a 
1 kb 1a 1b 2 

H 

Probe C 

E 

b 1 

1 

E 

L l Ex~n 1a , 1 

He H Xh S Be! 

patient (V AL) \\ith DLCL (Dcwcindt ct al., !993: 
Dallcry ct al., 1995). To precise the lcngth of the 
dclction in the untranslocatcd allcle, wc have cloncd and 
scqucnced the abnormal band and dctccted a 2.4 Kbp 
dclction covcring most of the MTC region. Dcletion 
boundaries arc located ~ 100 bp downstrcam of the first 
exon and 300 bp of the EcoRl site at the MTC end (in 
the middle of the first intron) (Figures 1 and 2). 

We also report the intercsting case of a NLH patient 
(GUI) whose cytogenetic analysis has shown a 
monosomy of chromosome 3 in absence of any 
cytogenetically visible 3q27 chromosomal abnormal
ities. However, using Southcrn blot analysis of the 
MTC region, a small de let ion of ~ 200 bp was 
suspected on his LAZ3/BCL6 unique allcle (data not 
shown). Cloning and sequence analyses revealed the 
existence of thrce microdeletions of respective! y 101, 22 
and 25 bp located within the MTC (sce Figures 1 and 2 
for detailed location and sequence). 

No sequences similar to the heptamer-nonamer Ig 
rccombination signais werc found at the boundaries of 
these deJetions, thus excluding the participation of the 
Ig recombinase in their gcncsis. 

Sequence alignment of the lumzan and mouse 5' upstrcam 
region ol the LA ZJ / BC L6 gene 

Severa! probes derived from the MTC region produccd 
strong hybridization signal on a Zooblot suggcsting 
that this region could be weil conscrved through 
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Figure Restnction map of the human and murine I.AZ3,'BCL6 sequences analysee!. (a) Human ~enomic organization of the 
1..17.3 HCU5 gene. Exons are indicated by numbcred boxes, the coding sequence is delimitee! by A TG and TGA codons. Note the 
existence of two alternative first exons, la and lb. (b) Human promotcr and major translocation cluster (MTC) restrict1on map. 
Thick arrows indicate the position of the published chromosomal breakpoints: Ly8, Sl\11441, KC1445 breakpoints positions are 
derivee! from Yc cl al. (1995): PAL LAR, VAL and K231 brcakpoints positions have becn determinee! in our laboratory (Dcwcindt 
cl al .. 1993: Galièguc-Zouitina el al.. 1996: Kerckaert cl al.. unpublished results); B brcakpoint is dcrived from Baron el al. ( 1993) 
The MMC (for I'vlaj<lr :Vlutations Cluster) indicated the region described by Migliazza el al. ( 1995) wherc mutations arc 
rrel<:rcntially found. t.ST is the deletion rccently dcscnbed by Nakamura el al. ( 1996). The (VAL) deletion is rerrcsentcd by the 
c\ VAL segment. The thrcc microdcletions fou nd in patient G Ul are rerrescnted by small segments .1GCI1 01, t.GUl22, t.GU125 
resrectivcly The rutativc major transcription start site idcntlficd bv Ohashi cl al. ( 1995) is rcpresentcd bv a thin arrow Restriction 
cn;vme abhreviations arc B: !JwnHI, Bel: Bell. Bg: !Jg/11, E: EcoRI, Il: ffindlll, He: Him/11, P: Psll. S Sac!, X: Xha, Xh: Xhol. (c) 
Histogram illustrating the homologies found bctwecn the human 5' non coding region shown in (b) and the mouse corresponding 
region (d). The rcrcentagc ot· homology was calculatcd with a window of 50 bp. Only rercentages ahclvc 50% arc representee!. The 
ditfcrcnt conscrvcd domains defincd (0 1 to 05) are shown by brackcts. (d) Restriction mar of the mou sc gcnomic sequence 
corrcsrondtng to the human sequence shown in (b). The murinc sequence has bccn constructcd from >c,·eral overlapping clones 
(data not shown). The end of the first exon is shown by an orcn box and derivee! from Fukuda cl al ( I<J95) 
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species (data not shown). To confirm this hypothes1s, 
we cloned the munne gcnom1c countcrpart of the 
LAZJjBCUi promoter and MTC region, and com
pared its sequence to its human equivalent. The 
genon11c sequence alignment shown 111 Figure 2 

revealed the existenœ of h1ghly conserved regions 
between the human and murine LA7.3iBCL6 region 
studied. A schematic dr<ming of this alignment is also 
presented in Figure le. The O\'Crall human sequence 
(ca.~4310 bp) corresponding to the promoter and the 

EBol 

H- CTAGCAGCTCTGAACAAACA -AACT- AGGACCCACJ\.A TGAAA "!'GA TTCTGCACTGCAA ':TG-CCTTT~':.I\.J\AGTAA": AGAGAAA-AAGAGA.AGGAAAGAA T'l'TC TC- C7TC1"IC':C:' ACCCCCCCCCCACCCCACCCCCQ.ACTCA 
Il 111111 111111 li Ill Ill 11111 11111 il 11111 ill 1 Il 11111 1111 1111 Il lill ill Ill 111111 Ill 1 Il 1 Jll1 1! lill Il Ill 

M- CT-GCAGCTA TGAACA- -CA TAACCCA:>GGCCCACCGTG.AAACGAGTCL'GCCCTGTA- TTCACCTTTTAAAA TAAAGGAA--- -GAAAGAAGGGAMG.AAAGA-- TTC -CGc.- -C- - c:-::c------ -- - CC;'CCCCT'::.AGCTCT 
----pEAJ --S-RF--

H- GCTTCAAAGC- TAACAAGACT -GTGCTGCGTGTAGTGCATTG- - TAG'r'TGTGGCA- -GTCTGTTCTAAATACAG -GCAGTATCTGTGATACTGGCACGGCAGGCCTTTAGA.A. TICCC':'CCGGCT~TC7CT7AAAC ACG- ACTGAAGAGA 

Ill 111111 Il Il Ill 1 111111 1 11111 1 Jill Il ill 1 lill li lilli 1 llillillllllll 111111 1 1111111111111111111• 11111111 Ill 1111: lli:lillil 
H - GCTCCJI.AAGCC TA- GAGGAC CC G- GCTGCGAGCAG T GC- - - GC CT AG T - GT AGCACAGC C TGT ACTCAA TAC - GC GCAGT A TCT GTGA TCCTGGCA - GCCAGGC CTT':'AG.AA TT CC C7CAG..;C'r GA TC CC TTC" AA::;ACA TACT GAAGAGA 

H- TTTTTTTACA- ------- -ACGACCTTGAAACGAGCC-- -T:::.G- --- -AAAACAAA-- ------ -A.ATCT-CAAGACCT'rAAGAGAAA-A-CAAAACACI\AACAGGTATTTGGCT-CACAGAATTTTG7A:.AAAACA- -CACA2A:--A 

1111111 1 111111111111111 Il 1 1 lill Ill Ill 1 1111111111111 Ill 1 11111 1111111 1111111111 11111111 11•1 11•1 l' Ill• 1 
M- TTTTTTTT CCTTTCT CCC GAC GACCTTGAAACGAAC CCAGTGGGG;;TTT AAAAAAAAGGCTGGGGGGAA T e>TTCAAGACCTT AAGA- AAA T AGCAAAA T ACAAACA TGT A TTTGGCT TCACAG.AA TGT TG:' - - - A.ACJ\GGCAAACA-::-:' A 

E Box BCL6 
H- CCACCCCGCCACCCCCACCCTCCCCCCCACACACACGTTTCT:'GCAACAAG-AAATTTCCCAAGACTCAACAATA.ACAGA':'TAAACCCACéACTT CTCCTGGAAAGAAA. CCAAACCA.AAACAM:C2':'TTGA.ACATT7C':'CTG 

1 Il i ill Ill 1111111 11111 Ill 1111 11111111 1111111111 1111111 1111111111111 1 111111111111111111 lllifllll li 1:11111 1 Ill Ill 1 
H- C-AC-- -CT- ACC- -CAC--------- -ACACACA- -TTTCTAGCA TCAAGGA.AA TTTCCTGAGACTCAACAGTAACAGAG':'AAACCCACCACTCG GTCCTGGAAAGJ\.AAC TCc.AAACCAA ':'CCA.VI. 7CCTTTT A -CA':'CTC777C 

S1 CCAAT-Sox EBox 
H- AAGTCGTGGAGAGACACA-CTTCACCAAAAGTCCAAGCGGGAAAAA~TTGCACCAAAGGAAAA..J..AA.AG-:'CGGCG----- ----- ------- -CTGGGA--- -T- -- -TGT':'- -AG------

1111 1 Il Il 1 1 111111111111111111 Il 11111 111111 llill Il 1 111111 1 1111 1 ill! Il :11111 1 
M- ~GT---CCAG-GA-A-ACCTTCAGCAAAAGTCCAAGAGG- ->.AA.A;:iGAAATTGTACCAAGGCCG---- ------ ---- -GCTGGGGGGCCGGCGGGGGCGGCGCGCGCGGAGCGGT::;cTCGTGTTGCAGG77GCGGCTG CA "l'AT GG 

~ Sp1 --,,-,-
.cAAAAA TAAGCTTCTTTCAATAGTATTACTA t7GA.AJ\.TAA TACA "!"CTT7AAA -ACGCTTGAGGGA T GATA C- GA -A- ----AGA -AAAGGCA-- -CGTA ---- -CAAAAAAA TCCACCGATG- CC ;:;A tCCTGtG.A TT7ACGê 

illlllll 111111111 11111 1111111 11111111 1 Il 11111 1 1 1 Ill 1 111111 1 Il 1 Ill 1111111 Il 1 ill Ill'. 1 Il Ill', 1 l' 1111111 1 
CAAAAA TAAGC':'TCTGTCAA TGGTA TTAGC-"!"TGAAATA TTXAC:CTTTAGAGA- G- -AGAGAG-- GATA CAGAGAGAGAGAGAGAAACGCACAACGCAGGGAGACAJ\ TA.AAACCAACG.AA':'GACA;;TCCCGACGA ':'TT ACA 7 

CCAAT·&~ GATA.·1 
H- AACACCACA.AACTTGCAAAAGGCAAAAAATCAGAAGC--- -AAAAA :'CC --A-- TAAACCATCJ\AAA TACAGAAACCAAAA- -A TCCCAAGCCACCA -CACCACAAAG.A.A.AAAMCCc.;.GAACAACAGC • - -AA- A -AACCC2TGTCCTA 

1111111111111111111111 11111 11111111 !lill Il 1 lill Ill 11111111 1 1 11111111111111 1 Il lill 1 Ill 1 1 l! li li Ill' 1 
M- AACACCACAAACTTGCAAAAGGGAA.AAA. -TCAGAAGCGGAAAA>..AAACCCCACCTAA.ATCATTAAAA TACA -A - -CAGGAGCATCCCAAGCCACCA TCCCC- -AAAGGA---- -CCC2CCCC- -CCG2CC::AACATAA T · - - TG:'CCCA 

EBo~ --,,-,- TATABol 
Il- AATAAAAJ>.. TAAA AAA AACCCACCCAAAACTCCTTGGCAAA 7 A TTTTTCTCGTGGT -C AA T TCTAC7T::;.c;.AAAGAGC':'GTGA tGTTT/>..TTTTATTTTA TTT'!"1'C7CTTAC7C ::;,:::çTCTC'rAAC::. C7J.C~AACA -:A 

11111111 Ill lllllllillllllllillliilllllllllll'lllllillllil 1111111 llill 11111 11111111 1 11111 Ill 1 Ill Il Il 1111 IIIJIJII Iii 1 1 'Ill 
H- AATAA.AAA AAA CCCACCGAAMC:'GCTTGGCAAA:'ATTTTTCTCGTGG,GC AAT l'é:TAGCTGGAAGG.AGCTGTG--G- -TATT':'-ATTGT-TTTCTCCCTCCC':'2G:'2':'CTCTAAr.CCIG.:::---- -CTCTAACACA 

~ TATA Box --A-Pl~-
CTT - TTC± CAC TGGTTCAAAC - CTCTC GC:'C CCT'rT:'G"!"GCA T7T AGe TCGA TCTGC TGAGTTT A ':'CGG T AAGAA.AG - AAGGAA TT AGCCC CA~C CCC GGGAA.AGCAAAGC GCACTC CCC ::: :"C-.: ':'AT G Tc;,::_ CG.AA T AGCAAA ''A::. ':'7 

Ill Ill 1 Il lill 1 111111111 11111111 11111111111 Il 1111111111111 li Il Ill l!lllilllllllllillllllllltillllllill: 1111111 1, lill 11111 1111 Il 
M- CTTG7TCTAAC -GGCTCM -CTCTC':'CGCTCCCTTTTGTGTA :'T':' A::.CT2GAGGAGCCGAGTTTATGGCTAGGAGAGGAAG-MTTAGCCCCAGACCCCGG<.AAAGCAAAGCGCAC'rC7 CCC7C:'TA TG7CACC~'rAGCAAA T:'AGTT 

VST ·• 
H - CT CAG.AA TTCCAGAGG CCGAGC TTTGC TA CAGCÇ.AAGGCGCCG.AC CT CACA:J\.GCAGGAGCCCACGTGA TCCAGGC GGA- C GAGGCCA TACCA TC GTC ':'TGGCCC CGGGG-AGGGA:;;>.GC CACC TTC -AG - - GC • C - C - CC 'rC GAGC C :'C 

lillillllllllllllllllllllllllllllllll 1111111'1111 1111111111111 Il 111111 Il Ill 1 111111 ill 1111111 11111: 1 1 111 1 '1 1 Il o\ llr: 
M- CTCAGAA TTCCAGAGCCCGACCTTTGCT ACAGCGAAGACCCCGACGTCAC- -- -- -GCAGCCCACGTGACCCCGGCCGAGCG-GGCCGT"':CCA':'CG- -GTGG -CCCGGGGCAGGGAGGGTCGCCTTGT AGCCGCGCGCCCC- CG- -CC'":' C 

H- GAACCGGAACCTCCAA.A-- TCCGAGAGC- -C--T -CTGCTTA 'rG.!.GGA- CC TC GA---- -AATAT-- t;CCGGCCAGTGAAAAAATCTTGTGGCTTTGAGGGCTTT- TGGTTGGCCAGGG·:XAGTAAA.AA -:c::- CGGAGAC- -

1 11 1 Il Il lill' Il i 1 lill 1 111 Il Ill 1 ill 1 1111 Il 1 1 1 Ill !1 Il Il Il 1111 Ill 1 Il 11111 1 ill, 
- -GGA -CCCCCGGTGTTCCG -G -GCGGCGGTGCTGC- -- -G -GGAACCACGA TCCGCACTA TAGGGCGGCGAGCGG-- - -- -CGCG-GGCCC -GA- -GCATTCTGCC -GGC::- GGG-- AGG----- GC'r ;;çc.._-.AGCGGGCCGC:'GCC 

SD 
H- ACCAACTCCTCCCCTGCCACCTACCAGTGGTAAAG-:CCGAA':.CTCAAATTCCGAGAA'!"TGAGCTCTGTTGA'M'CTTAGAACTGGGGTTCTTAGAAGTGGTGATCCAAGAAGTT":'CTAc::.AAAGGCCGGACACCAlTGAT':'AT'I'GC':'G7:' 

Ill lllilllllllll Il lill 11111111 Ill lilllll)lillllllllillll!llillllllllillillllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllill 11:11 1 11111111111111'11 
M - ACC GACTCCTC C CCTGCTGC GGAGCAA TGGT AAAGCCCGC AGC 7 C:;>.AA TTC CGAGAA :'T~GCTC TGTTGA TTCTTAc.AAC ":GCGGT'l'CTT ACAAGTGG TGA T GCAAGAAG'r 7TCT ÀGCAAAGGCCCGACAC:..;.. :'GA TT A 77GC :';:; 77 

V VAL-~ 
H - G('7GCC GCCGCTGCTGCTGCT ACTGC CCCCGC C GCC GCTCTTCCCGC TGGTCC CCC l'GCCGCC GCCGCTGCTCA T -GA TCA :'TA TTTT ACCTT TT AA TTCTT TTTTTT:' -CC GCT :::.71' G.C CAAA :'CC TT:' c;;:;C':'CCAAG TTT -::C'! AT;:;. TG 

11111111111 11111 ill lllillillllllllllllillilllllillllllllllllllllllll! 111111111111111111111111111111111 11111 Iii 1•111111 1 ,1 lillil 1•11111 
M- CC":' GCCCC CCCCGCTGCC GCT - - GCC:CCCGC CGCCCC7GT':'GC C GC7 GGTCCCGC TGCCGCC c;ç CGCTGC"!'CACAG.A TCA TT À TTTT ACCTTTT AA TTC TTTT7TTTTTC CGC TTT':GC ::.AAA 7GC :'T TG ::;CTC: CA.AG T TTC CT A TG :'G 

LY8T 
H - TA TCT A T'l'GA TA TAAA TGT A TA T ATTT J\ T TT A TTCT AGCTGTCAGC': G TT AAAA 'rAAA TGCCG.AAGA TTACTCCCACGTC T CTCCCACCA TAC GAT AT AGA TTG TT- - -A 1' - - GTA TT:' A 77 A TT A T':' A T':'::; TTC.: 7C tT • TGAG'! GAA :'C 

111111111111111111111 IIIJIIII llllllllilli!llllllllilllllillillllll Il 1111111111111111 111111 Ill Il Il Il !1111 Il Il Il Il 1 lill Il 1 
M- TA TCTATTGA TATAAATGTATCTATTTA TTGA TTCTAXTGTCAGGTGTTAAAATAAATGCCGAAGATCAGCCCCACGTCTCTCCCACTGTAGGA TCTACCTT- TTCGCA TACG:'A TTC-;: TCTTCT7C:'':'C7-- TCT':'CTGGGGGG- - -

H- GGCCGT- TTGGGGACGCTTTTCCACCCTCCCTTG":'G':'TGTTTTGGT':'TTT---- -G- -GAAA.-GGAG-G-- TGGAGGAGA-- -CGAACGAGGGGAATTAGCGGGCGGCCCGAGCAGAGA~::GAGACAC.:TGC:'TGGGGCCTGA.TTCGGG 
Il 1 1 Il 11111 1 Il 1 Il 11111111111 1 1 1111 1 1 1 1 1 Il 11111 1 1 1 Il Ill Il 1 1 1:1 Ill 1 11111 

H- GGTCTTCTT------ -CTTTT-- --- -T- --TTTT'TTTTTTTTGGTTTTTT'TT'::'TGCTCTCTtGGAGCGCCTCG-GCCGCC'I'CGG--GGACGÇ-- -T- -GTGCGCACCCT- -GC-- ----- -C--- -CGGT:::-TTG- -- -T- -TTCGC

PAIT 
H - CTACTCTGGCGGCTCTCTCGCCCCAGACCCCGGAGACGACCCGC CCCTCGCTCTCGC TCTTTCTCCTCCTGC'l'TGCGT ACGGCTTGTGA TCTCTCTCG.A TTCGTGC CGC TGTGT T':' T TTC CC TCT TTTC TCGCTTGCA.AACTGCTTTCCT 

1 1 Ill 1 1 1 1 Il 1 11111 Il Il Ill 1 Il Ill 1 1 1 11111 lill IJ Il 1 Ill Il 1 Il 1 1 1 1 1 ,,11 11111 lill Il 
M- - T- -TTTGGAGAC -G-CAGGG--- -G- -CGC CC-- -GG-CC-GCG -G-- CC--- -GCT----- -G- -G- -G- TTGCG- -CGGCCTGCCAGC(;C- --GG.AC -CG- -CACC-G-C--- ---'CCC----- - CGGGCTT -CAAACGCCTTAGCT 

SM1444 T 
H - TGC TCC GTCGCTCCTGGCTCCGCTTCC - - - CTC CCTCCTCTTTTTCC ':'Ct:;C CTC TTCTTCCTTCCCTTCCCCTGTC C TTCTCGGT AACTCCGGGAGGCJV..AJ!..AG- - CGACGCTGC CCGCT CGC CGCCCCGCT GGCTCTCTTCC A TCGGC C 

1111 1 Ill Il Ill 1111 1 Il Ill Il Il 1111 Il 1 Il 1111 lill 1 11 1 1 1 1111 Il 1 1 Il Il Ill 1 Il 1 1 Il 111111 1 1 1 Il 11111 
:-1- TCCTT-- T- -CTC -TGACTC-CCTTGCAAACTGCCT- -TC---- -CC- CCCCGCTGC-- -CT-CCCT-CCCC-G- -CT- CAG- -TT -CTCCCGGTGCCG-- -AGTTGGCGGC -C'!'CCAC -CA::C -CCCCGC-- -C- CCC- -CC- - CGCCC 

H- TCCGTCTTTTAGA TTCCCTCCC -TTCG-AGCCGAA -CCGAGATTT-- -GGAA.GGAAAAAATGCAAGCGAACTCTT-- - -TCG- -GTTTT -TGTTT-- -TTGTT-TTTTTGCTCA. "r AA.ATCCA:iA TGAGJ>. TGAAG!ATCGTCTCTACTA-! 

Il 1 1 1 11111111 Il 1! 11111 Ill Il 1 Il Il 111111111 1!111 1 Ill 11111 1 Ill Il Il 111111111!1111 1:111111 111111111111 1 1 1 
M- CCG- -C--- -ACAGTCCCTGCCCTT -GCACCCGA.ACCCGGGAG!CAGCGGGGCG--- -AATCCAACCCAACTCCTCCGCTGGTTGTTTTA T- TTTCCCTT-TTCTTTTTGGTCA. TAAACC::AGA "!'GA---- -ACTA TCGTCTCTGC -AG7 

H- TTCCTTTCAGAGCCCThTCTTCCTAA TGAGAGCCGAGTGTTTTGGTG- --- - TTCCCTGCCCCTCTGTT;:-T~2aQl~~;;GGGGGCGGGGATCTTGAACACTTT~TTi~~~;:::c::~\G~~àLAGTCCAGCGAGTCGGGAAC::Tc 
1111111 lllllil!llllllll Il lilll 1 11111)\111 1 Ill Il Ill 1 1 11111111111 111111 1111111111111 11111•1'11111·11111111 1111111111 1 

M- TTCCTTTGAGAGCCGTGATCTTCCCAAGGAr.AGAC- AGTGTT':'TGG- G.AAG.GCTTC-- -GC--- --- - -TTGC- -A -CC -CGGGGCGGGGACGTTG.AATACTTTGAA..I\.A TTACTCT:'TC77X':'rGGAG7C~<;GCA.CTCGGGAAC- - C 

H- CGCG- -CGCTC- -TCCCTGCTCA"rCCCGAGGAGA.';-AGACT-GA,GGACGGGACJ\GGGCT:'CTTGCGGT-GGGTGGGGAAAGGGCTGCGCACT-- -------- --- -XACCTGCGA'rCC-C:'':'TCA.';':'G':'GCGG 
Il 1 11111 1 lill Il 11111111 Il Il tl tl Il illlllllil Il 111111 1101111 1 1111111111 1 111111111 Il 1111111 11111 

M - CGGGTGCGCTCGGT - - C TCC CCAGCC C GAGCA-AGGAGGC T TGAA GG - CGGGACAGGGA TT - TTGGGGGAGCGTGGG - AGAGGCGTGC CC CGT TTTTTTG TTTTTTCTTTTTTG7TT7T':'7 ':'XACCTGCG - - C.:: GC TTTCAGCCTGC G

TB 
H- GGGGACTCACGGAA- -CCTCGACAGGACJ\GCCTGGGAGAAC- GAGAAAGGTGGCGCGA TT"rCTGGC- -CGCTGCGGTGTTTCTÀTTTTGGGCGCTCCGTGACT -CTGTGTTGGC'!CCCAA:'<:;GC- - T -GTTGCCTCC2TTTCCTAAATTT 

1111 1 Ill 1 1 1 Ill 11111 Il Il 1 1 Il 11111111111111111 1 1 1 1 1111111111111111 11111111111 1 1 111111 Il Il 1 Ill 11111111 11111111 
- - GGA2 CCGGCCGGCTCTTCGC CAGC- CAGCCCGG- AGC TCC G • GAGAGGT GGCGGGA TTTCTGACANC - CA- CAC TCTTTGT À TTTT GGGTGCTGCCTGACTGCCA T- - TGGC T CTCA - - - XAGT ACT:'C C C'rCCCTT AAC':' AAA TTT 

-sr v 
H- TATTTTATTTTTTCCCAT-GGTGCAAGCTCTGT-- --------- -AA..>I.AAGG.GAACTGCGGGCCTGAGCGTAGT-G-GAC-GCCAGGCTTCA-GATTCCCGAGGTCCTTACC7TGGGCGA- GGA-GAAAG.ACGAACAGACCCCCAGCCC 

1111 111111 Ill 1 1111111111 Ill 11111 Il 1 Il 1111 1 Ill 1 1 Il lill 11111 1111111 111111111 11111 1 .Il llil 11!111111111111 
M- AATTTCA TTTTTCCCCCTTGGTCCAAGCTGTGTTT~CTGGCCCTC -G- GTA- TAGCGATAGCCACTCTTCAAGA TICCCAAGGTCCTTA TTT':'GGGAGAAGCAA.GAAA--- -AACAGACCCCCACCCT 

H- GCCTTCCTTATGTGCAAGACTCAGC- AGGAGA-GAAGCGC -ACTTTG':GG--- CCGTGGCTGAGGGGACCC -GGCGCGGGAGGAGCGGGCGCGGGCGCG.AAAGGgGATCT;-T(;\~1BG:: ::t TTG~ 'rACA7TG~~J.:~~J:;GG':'!" 
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M- TCAAACATTCTATACTTC'rCTAG-- - -AA-TATTGCAT-GCCAGTG7A-TATTC:TATC-CN-C---- - -AAAAAAAAGAAAACNG-CA- -AGGAATG-G----- -A-AGGGGGG - - • A::iAG.A;;AGAGAAGGACiAGAGAGAGGAt.AG 3648 

H- AGAGAG- -GGA -ACCCAG -G -GA- A- AGG-G- CTG7T7 AGAAA TACAGTTTCTGCCTCTGAGCGA t -CC/>..CCGCCTTCCTCTACAG.AGACT- -GCCAG7TTCCCTTTTTCT'r'l"GC -A- ) 9 8 l 

111111 Ill 1 Il 1 Il 1 Ill 1 lllll,llliillllil lllllilllllll Il Il 1 1111111111 Ill Il Il 1111111111111\lll' Il 1 1111111 11 1 
M - AGÀGAGAACGAGA- - GAGAGJ>.GAGAGAG GAGA:::7 GTTT AGAAA 'r A2AGTTT GTCGC TCTGACC TA TGCC TC TGGC T":'C CTCTGCAG - - - CTTCGCTGGTT TCCCTTT TTC TTTGCGAG":G::G-:: 'G.c 7GTGA.C':'A :"G7 GTG T GTG TGAG T-:> T 3 7 8 5 

-- -- -TAAT AAA TAACT':'~GAGGGGGCGGCAAL.ATCCA TC -AGGAGACACCTATC"::A 7":TTGCTCACTATTTACTACCAAGAGCCTTTGGC- G-- -CTAG.AACAGAACCTCGTAAA TCTGCGGCC 

1 111111! 11111 lill 1 Il :ill !1 11111111 li lilllllllillllili/11111 1111111111111 111111111 1 1 Ill 11'11 Ill 1111 1 1 
M - GTGTGTGTGTGTGTGTGTGT AA T AAA CA.JK-:'1"7 AAAA 7 AGG - - c.;r;.;.:.;GG GGCA GCGTGA TCCA TC CAC- AGACAGGT A TCT A TT TTGCTCACAA TTT ACT ACCAAG TGCC TTTCGCAGGC.;.c:: 7G,A_;CAGGA ;::ç 'rc:A T AAGC CT':.CAGA:: 3 9 3 2 

+-VAL\-
H - CAAGTTGAAGTTCA TC'rGGCCCTÀGTCCACACGCTA TTCCTGGA::;G"!"AXAAACA TGAGCTCAAAGAAGAG-- A ;;A TGAAA T2ACATTCTTGCTTCAAA.ATATA TAC TT -TTTTAA -MN-.::;.;..: G.AAAAGA :'A 77:'-::::TCTC--- - 4 2 4 1 

lliililllllll,lllllllllllllll< Il liiJIIJII[II, ::111 lllilllllll Ill Il llilll 111111 Ill 1111111 111111 11'1 1 •1111) 11111 1 Il 
H- C" AAGTTGAAGTTCJ\ 1'CTGê.(:CCTAC7CCACA TGCTA TTCC":GGAGGT AGCAAA'::7TGAGC'rCAAAG • -GAG'":'7AGGT'~ TTGTATTCTT-CTT-- -TA TA TACCGA TTTTAATAAN-.::;;..AG:::.AJ\AGA :'A 7":7C':'CCCGGGGGGG7:; _. 0 7 4 

H- GGGG -AGGACGAAATGGCGA- ACAAG7AC:CAGGAGA :'GGGCA TTCC- CT':'A.C7CT AA :"GACTGCAG 

lill 1: 111111111 Il 1 Il loll11',1 Ill li: lll li 11111111111 
M - GCGGGAG- AGCAAA "::GGAGA(>AAA.AC - AC CAGGAGA TC".GACJ. TTT': TC":":' GC t AAAA T GACTGCAG 

Figure 2 Alignmcnt of promotcr and MTC regions in the human and mousc L~Z3, BCL6 genes, E\113L nuckotide sequence data 
base accession numbers are Z79581 and J:795B1 n:spcctively The sequences werc aligned wtth the J\,-\LIGJ\ PCGEJ\E program 
using an open gap cost of one and a unit gap cost or five, Putative regula tory clements arc underlincd. those en tt rely consavcd arc 
includcd in boxes. The human transcription start site is indicated ( + 1 ),'V: delctions boundaries. T: trans!,lCatlon break points, The J' 
end of the first cxon is indicated bv S,!), (Splicc donor) 
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Figure 3 Mobility shift assay with probes corresponding to the two GUI microdcletions with nuclcar extracts from Raji, Rec and Hela cel! 
li nes~ (a) Lanc 1: G22 probe alone, la ne 2: G22 plus HeLa ex tracts, la ne 3: as lanc 2 plus a 100-fold molar-excess of cold G22 oligonuclcotidc 
as specifie competitor, la ne 4: as la ne 2 plus PU 1 oligonucleotide as cold non-specifie competitor, lanes 5. 6, 7: as lanes 2. 3. 4 but with Rec 
ex tracts, lanes 8, 9, 10: as lanes 2, 3, 4 but with Ra ji ex tracts (b) la ne 1: probe G25 alone, la ne 2: G25 plus HeLa ex tracts. la ne 3: as la ne 2 
plus a 100-fold molar-excess of cold G25 oligonucleotide as specifie competitor, lane 4: as lane 2 plus PUI oligonucleoticlc as cold non
specifie competitor, lanes 5, 6, 7: as lanes 2, 3, 4 but with Rec extracts, lanes 8, 9, 10: as lanes 2, 3, 4 but with Raji extracts 

MTC shows 79% homology to its murine equivalent 
(ca. ~4138 bp). 

Comparison of the human LAZ3/BC16 promoter 
sequence and its murine equivalent also shows 79% 
homology. The first conserved domain Dl spans the 
first 1 Kbp of the alignment and matches with the 
promo ter region (Figure 1 b ). 

Severa! responsive elements previously described 
(Ohashi et al., 1995) are highly conserved in the mouse 
putative promoter region: two E-box, a LAZ3/BCL6, a 
Spi and a GATA-1 recognition sites are entirely 
conserved. One base differs from the human E-box in 
the murine sequence (position 482, Figure 2). Severa! 
putative responsive elements appear unique in the mouse 
sequence: there is a second potential Spi binding site 
(located at position 912, Figure 2), potential PEA3, SRF, 
PU 1 and Ap3 binding sites are also indicated Figure 2. 
Two putative CCAAT boxes are located at positions 511 
and 666, four potential TATA boxes are found (positions 
60, 310, 1004 and 1118), one of which is entirely 
conserved (position 1 004). Strikingly, this TATA box is 
different from the putative TATA box identified by 
Ohashi et al. ( 1995) in the hu man sequence. Further
more, this TA TA region (position 1060 in Figure 2) is 
absent in the mouse sequence. 

The published murine eDNA begins 491 bp dawn
stream of the human eDNA (Fukuda et al., 1995). The 
initiation start site for the mouse LAZ3/BCL6 gene is 
not known but is likely to be different from the human 
one. The region around the initiation start site of the 
human gene belongs to domain D2 and shows 83% 
homology. Surprisingly, a region within the human 
first exon is poorly conscrved (Figures le and Figure 2 
from position ~ 1343 to 1485). 

The human MTC sequence (starting at position 1222 
in Figure 2) shows 79% homology with ils murine 
equivalent. Severa! sub-domains vvith strong homology 

can also be defined: D3 (nt 1483 to nt 1891) which 
spans the 3' end of the first exon and the following 
250 bp, 04 (nt 2373 to nt 3530) which contains the 
three GUI deJetions and D5 (nt 3876 to nt 4310). 
Additional studies comparing the human and mouse 
sequence by using another alignment program 
(NMA TPUS) confirmed the localization of the 
different domains (data not shown). 

To study more precise! y the LAZ3j BCL6 MTC 
sequence, a search for repeated sequences known for 
their instability was undertaken. No direct or inverted 
repeats of more than 15 bp were found along the 
human sequence and three direct repeats were found in 
the murine sequence. Respectively five and four 
palindromic sequences were found along the human 
and murine sequences (data not shown). Interestingly 
one of them (position 3137-3146) is 100% identical 
and IS precise! y superposed to the 22 bp Gu r 
microdeletion (sec Figure 2). Transcription factors 
consensus binding sites were fou nd nei th er along the se 
palindromic sequences, except the hum an TATA box, 
nor along the (GUI) 22 and 25 bp microdeletions. 

The D3 domain shows 94% homology with its 
mousc counterpart. This high degree of homology does 
not only result from the presence of the human cx.on 1 
since excluding exonic sequences, known to be weil 
conserved, yields an homology score of ~ 90'Yo. 

Downstream of D3 domain, from position ~ 1891 to 
2373, the perccntage of homology is weaker between the 
human and the mouse sequence. In striking contrast, the 
sequences deleted in the GUI case are located in the D4 
domain, in small blocks with higher homology (92%). 
Del GUI 101 is included in a conserved block from 
positions 2445 to 2722 (Figure 2), the two GUI 
microdcletions, 22 and 25 bp, belong to a very 
conscrved fragment from nt 3113 to 3268. These deleted 
sequences arc very weil conserved since the sequence 



corrcspondmg to del Cil'! :22 bp is IOO"'o 1dentical to 1ts 
murine counterpart ~tm! the del GLI 25 bp equi\'alcnt h 

9:2'% homolog<HIS but thh is onlv duc to the presence <Jf 
t\Hl addit1nnal bases 111 the munnc sequence. The!()! hp 
fragment also delcted 111 GUI is a little !css weil 
conscrved in the middle. hO\\·evcr the pcrccntagc of 
homology rem~11ns rather high (~ 1 '%). 

A fifth conscrn:d region can be defined at the l\:ITC 
end: the D5 domain which shows ~3'Yo homology. 
Noteworthy. the 3' end of the VAL delction is found in 
this domain. 

Proteins fi'om B cells and HeLa nuclear ex tracts hind lO 

the nwst conserred sequences 1rhich arc dcleted in G L/1 
D,VA 

Although the t\\O highly conserved sequences reprc
scnting the GUI microdelctions do not contain known 
transcription factor binding sites, we lookcd for the 
presence of scquencc-speciflc DNA-binding proteins on 
these sequences. Wc thus pcrformcd gel mobility shift 
assays with the two sequences corrcsponding to the 22 
and 25 bp GUI microdcletions and nuclcar extracts 
prepared from the Raji ccli linc, known to express high 
levcls of LAZJ. BCL6 mRNAs; (Otsuki et al., 1995: 
Onizuka er al.. 1995). The same experiments were also 
pcrformed using nuclear extracts from another B ccli 
line, Rec, which does not express LAZ3,1BCL6 mRNAs 
(unpublished results) and nuclear extracts from the 
HeLa ccli line, expressing very low levels of LAZ3/ 
BC L6 mRNAs. The results illustra led in Figure 3 show 
the presence of severa! specifie proteins/DNA com
plexes in these three cell !ines since complexes A, B, C, 
D, E are competed by a specifie unlabelled probe and 
are not competed by a non-specifie unlabelled probe. 
Remarkably, one retarded band (A) only appears with 
the GU 122 probe in the Raji ccli line. 

Discussion 

In the present study, wc described two cases of 
rearrangement of the LAZ3/BCL6 gene by deletion 
within the MTC The fîrst one (V AL) carrying a t(3;4) 
(q27;pll) translocation and a 2.4 Kbp deletion in the 
untranslocated al!ele; the second one (GUI) carrying 
three microdeletions of 101, 22 and 25 bp in its unique 
LAZ3/ BCL6 alle le. Si nee these deJetions are the only 
chromosomal abnormality observed in this patient, 
they could contributc to the transformation of the 
atfected cells and to the NHL development. Nakamura 
et al. (1995) have found 7/35 NHLs cases in which the 
3q27 locus was rearranged on both alleles. They have 
thus suggested that dual rearrangements in the LAZ/ 
BCL6 MTC may lead to stronger transforming activity 
in lymphoma cells and may serve as an unfavourable 
prognostic marker. They rccently reported a biallelic 
rearrangement occurring in a patient with a t(3;22) 
translocation and a 1.5 Kbp deletion on the other 
chromosome 3 allele (Nakumara er al., 1996). This 
deletion also occurs in the previously described MTC 
of the LAZ3/BCL6 gene (sec Figure 1). 

The mechanisms producing the deJetions described 
are unknown and probably differ from errors of the Ig 
recombinase since no heptamer-nonamer sequences 
were found around the deletions boundaries. 

sequence conservation of the LAZ3/BCL6 MTC 
F Bernard,n ct al 

The rcsults prcscntcd here alsn shm1 cunsen~ttiUll 

between the human I.A/'3 BCL() pronHltcr r<.:,l'lllll ~l!ld 

its mouse putati\'C munterpart. Remarkahl:-. the L hll\ 
locat<.:d upstream of the transcription swrt site ~trc 
entirely conscncd on line with the high expr.:ss1on <li' 
the LAZ3 BCL6 In human and munne muscle 
(Kerckacrt er al.. 1993: Fukuda er al .. !')95) .-\ 
putative LAZ3 BLC6 binding site IS entirel: n>n
sen·ed. Howcver. in Lucifcrase assay cxperiments this 
site has not been implicated in the regulatiOn ni' the 
gene (Ohashi er al.. 1995). The presence of highlv 
conserved responsi\·e elements in this region suggcsts 
that they may play a critical role in regulating the 
LAZ3;BCL6 gene expression since they arc located in 
the transcriptionally active region reported by Ohash1 
er al. ( 1995). The promo ter region is highly homo
logous between human and mouse as alrcady obsened 
in the 5' upstrcam region of other genes such as 
G3PDH (Gwynn el al.. 1990), NF! (Hajra er al.. !994). 
HO (Lin er al .. 1995) for example. 

The sequence alignment shown in Figure 2 dctlnes 
particularly weil conserved domains within the MTC of 
this gene. Similar levcls of homology in noncoding 
clements have been seen in othcr genes sequenced both 
in human and mouse, among them the IL 13, PRPH 
and EPO genes (McKenzie et al., 1993; Foley et ct!, 
1994; Galson et al .. 1993). Noteworthy, such a high 
conservation is unusual for a so long intronic region. 
For example, intron 1 of the ILJ3 gene contains a 
716 bp fragment of 67% homology with the murine 
ILI3 gene (McKenzie el al., 1993). In fact the MTC 
region is as much conserved as the promoter region 
and is even more conserved than sorne of exon la 
sequences. Thus other regulatory sequences different 
from the promoter by itself are removed by transloca
tions and/or deJetions and are probably implicated in 
the pathogenesis. 

At flrst sight, the alteration of the LAZ3;BCL6 
gene appears to be similar to other genes implicated in 
B ccli lymphomas smce it anses from severa! 
mechanisms as: (1) translocations resulting in the 
juxtaposition of immunoglobulin regulatory sequences 
(Ye et al., 199 5) like c-myc, bcl-2 or bel-l genes 
(Rabbitts, 1994) or of heterologous promoters 
(Dallery et al., 1995; Galiègue-Zouitina et al.. 1996); 
(2) the clustering of somatic mutations and/or 
deJetions in the 3' region of exon 1 and the 5' region 
of intron 1 which may disrupted regulatory elements 
as it was shown for c-myc (Zajac-Kaye er al., 1988; 
Migliazza et al., 1995). However, no significant 
variation was established between LAZ3/BCL6 ex
pression in NHLs with or without rearrangernents 
(Otsuki et al., 1995). Nevertheless, there are growing 
evidence to suggest thal some BTB/POZ proteins as 
the drosophiia GAGA and E(var) 3-93D proteins are 
transcriptional regulators acting on the structure and 
condensation of the chromatin. Like other BTB/POZ 
proteins, subtle changes in the LAZ3/ BCL6 expression 
may disturb its function on target genes (Albagli et 
al., 1995). Moreover, the LAZ3/BCL6 expression is 
tightly regula ted during B ccli differentia lion sin ce its 
expression increases in mature B cells and then 
decreases during their differentiation into plasma cells 
(Cattoretti et al., 1995; Flenghi et al., 1995). Thus, any 
inappropriate expression of LAZ3/BCL6 gene may 
lead to repression of genes implicated in the terminal 
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difTcrentiation or in apoptosis of B et~lls. lcading to 
the neoplasie proccss. 1 n a N HL case ca rry111g a 
t(:l: 14) (q27:q32) translocation. only the translocated 
~dick juxtaposed to the lgl-1 promotcr IS expressed 
whereas the ((normal)) alklc remains silcnt (Ye el al.. 
1995). Another possibility IS deregulation ansing from 
the mutations and or delctions located in the MTC 
region. As Migliazza el u!. (1995) have reported. the 
particularly high frequency of mutations in the no bp 
region that \\e called Ma1or Mutations Cluster (MMC 
in Figure 1) probably rctlccts the importance of this 
region in the normal regulation of LAL3'BCL6. 
Strikingly, this region is only weil conserwd in the 
first 200 bp (position ~ 1700 to 1900 in Figure 2). 
According to the percentage of homology and the 
position of the published deJetions. our rcsults suggcst 
that some of the LAZ3 BCL6 putative regulatory 
sequences arc not restricted to the MMC dcflned by 
Migliazza el al. ( !995). but a Iso ex tend outside, 
notably downstream wherc we have founcl the GUI 
deJetions, maybe upstream in the D3 domain and also 
downstream m the D5 conservcd reg1on. The 
frequency of mutations and;or deJetions in the MTC 
supports the idea that these alterations could modify 
protein binding sequences as it was shown for c-myc 
(Yu el al., 1993). Especially. the sequences of the three 
deletions carried by GUI DNA arc highly homo
logo us between human and mouse. Severa! proteins 
from B cel! (Raji and Rec) and from HeLa nuclear 
extracts, specifically bine! to the two most conserved of 
them (G22 and G25). Interestingly, with the GUI22 
probe, one of these protein/DNA complexes appears 
specifie for the Raji cel! Iine. For the other proteins/ 
DNA complexes, they are observed in the three cel! 
lined independently of the status of LAZ3/ BC L6 
expression and of the nature of these cells suggesting 
that these proteins are not restricted to B cells (and 
are probably ubiquitously expressed). As Allman et al. 
( 1996) have suggested, LAZ3/BCL6 expression could 
be modified by post-transcriptional mechanisms since, 
for similar mRNA levcls, LAZ3/BCL6 protein 
expression is higher in germinal center B cells than 
in resting B cells. On line with these results, we 
previously observed that in Raji cel! line which 
contains high levels of LAZ3/BCL6 mRNAs, we 
were unable to detect the LAZ3/BCL6 protein with 
our polyclonal antibodies (Dhordain et al., !995, our 
unpublished results). Thus. in these cells, this post
transcriptional regulation could be due to proteins 
binding to LAZ3/BCL6 untranslated MTC region 
such as the proteins detected in gel shift assays with 
the GUI microdeleted sequences, especially the G22 
sequence. Unfortunately, the role of the GUI deJetions 
on LAZ3/BCL6 expression could not be achieved 
since no cel! line derived from this patient are 
available. These data strongly suggest that these 
deJetions may play a role in the pathogenesis. Using 
the yeast one-hybrid system, experiments are in 
progress for further identification of these proteins. 

The identification in the MTC of non coding highly 
conserved elements provides a starting point for 
experiments to elucida te the mechanisms of transcrip
tional regulation of the LAZ3jBCL6 gene. Wc propose 
two not mutually exclusive hypotheses: they may (i) act 
as silencers or enhancers and be involved in tissue 
specifie expression of the LAZ3/ BCL6 gene (ii) be 

important 111 the processing or 111 regulating the 
stahilit\ and translation elliciency nf the mRNA. 

\laterials and methods 

D.V.·l c!untll!.; und .\Ctfll<'llCing 

The human !_A./.3 BCL6 i\1TC and promotcr sequc'nccs arc 
dcrivcd from subcloncs of the prcviouslv dcscrihed i.(j(J 1 
recombinant. Jsolated from an EMBL-l-normal human 
DNA libran (D<:11eindt el al .. 1993). 

A gcnomic llbrary from patient GUI DNA. 11as prcparcd 
and screcneJ 11ith the F372 probe as prclîously Jescnbed 
(Dcweindt n al .. 1993). The three microdclctions found 111 GLI 
DNA 11erc prcciscly defined aftcr subcloning and sequence 
analyo.is of the corrcsponding MTC Eco RI fragment. 

Ail probes werc labelled by the "P random priming 
mcthod. The mousc sequence is derived from severa! clones 
(data not shown) isolatcd from mou se genomic DNA lihraries. 
One mouse clone 11as isolated in non-stringent h; bridizat1on 
condit1ons 1vith the 3.3 Kbp EcoRI restriction fragm.:nt 
(probe A) corresponding to the human LAZ3 'BCL6 \!!TC 
(Figure 1 a). A 3.1 K bp Eco RI fragment from this murinc 
clone stronglv hybridizing with the human :\1TC probe. was 
subcloned in the pBiuescript KS vector for further sequence 
analyses. Using a 0.7 Kbp BgllljPs!l subfragment derivcd 
from its 5' extremity as a probe (probe B. l-Igure 1 d), t110 
overlapping genomic clones were obtained. The h1 bridizing 
fragments were subcloned and sequenced. In order w obtain 
the sequence corresponding to the 5' portion of the human 
LAZ3/BCL6 tirst intron, the human EcoRI;Bc/1 fragment 
(probe C, Figure 1 b), containing most part of the tirs! exon 
was used as a probe. The dideoxy chain termination method 
and the sequenase 2.1 kit (USB) were used for sequence 
analyses. The different sequences obtained were then aligned 
using the NALIGN PCGENE program. 

Gelmobilitr shi(! assar 

Nuclear extracts werc prepared as prcviously describcd 
(Andrews and Falier. 1991 ). The two oligon ucleotide 
probes us cd G 22 and G25 correspond exactly to the 
microdeletions 1'1GUI22 and 1'1GUI25 (sec Figure 2 for 
detailed sequence). Mobility shift assays were pcrformed as 
followcd the binding reaction was set up in a total volume 
of 10 1d with 1 Jll of double-strandcd. cnd-labelcd 
oligonucleotide probe, 1 pl of poly-didC (:2 mgiml), 1 JI] 

BSA (5 mg/ml), 1 1d of crudc nuclear ex tracts ( ~ 15 11g) 
qsp 10 1d binding butTer (50 mM NaCI. 10 m\1 Tris pH 7.5, 
1 mM EDT A. 10 m:VI {Jmercapto-ethanol. 15% glycerol). 
The reaction mixture was incubated 30 min at 32'C, 
proteinjDNA complexes were resolved by a 5% poly
acrylamidejTBE 0.5 x gel electrophoresed for 120 min at 
150 V constant in TBE 0.5 x buffer at room temperature. 
For competition experiments, incubations were performed 
with a 100 fold-excess of unlabeled oligonucleotide. The 
seq uencc of the non-specifie competitor (PU 1) was: 5'
GAATTCCAGAGGAAGAGCTTT-3'. 
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