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1- Patient 1 

a- Résultats préliminaires : Caryotype et FISH de routine 

Le premier patient étudié a ďĠŶĠfiĐiĠ d͛uŶ caryotype avec stimulation par IL2/DSP30 à partir 
d͛uŶe ďiopsie gaŶglioŶŶaiƌe. Celui-ci met en évidence un caryotype complexe comprenant des 
tƌisoŵies ϭϮ et ϭϵ aiŶsi Ƌu͛uŶe tƌaŶsloĐatioŶ eŶtƌe les ďƌas loŶgs des Đhƌoŵosoŵes ϭϯ et ϭϰ 
(Figure 40).  

 

Figure 40 : Caryotype du patient n°1. 

Il met en évidence une translocation entre les bras longs des chromosomes 13 et 14, ainsi que des 

trisomies des chromosomes 12 et 19. Le deuxième chromosome 14 (non impliqué dans la t(13;14)) 

et les deux chromosomes 17 paraissent normaux au caryotype. 

 

 

Etude de translocations atypiques dans les lymphomes B 
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DeǀaŶt la pƌĠseŶĐe d͛uŶe tƌaŶsloĐatioŶ iŵpliƋuaŶt le loĐus ϭϰƋϯϮ, avec potentiellement un 
remaniement d͛IGH, une analyse en FISH a été réalisée ciblant IGH (Figure 41). La sonde 
utilisée est celle fournie par Kreatech (Figure 32, page 144). 

 

 

Figure 41 : Image de FISH IGH (sonde Kreatech), concernant le patient n°1. 

A- Représentation schématique à paƌtiƌ d’IGV de la sonde Kreatech ciblant IGH.  La sonde utilisée 

Điďle eŶ ƌouge la ƌĠgioŶ ϯ’ du gğŶe IGH (côté centromère, ƌĠgioŶs ĐoŶstaŶtes jusƋu’auǆ gğŶes de 
diversité) et en vert la partie télomérique de la région variable du gène IGH. 

B- Image de FISH métaphasique avec la sonde Kreatech ciblant IGH concernant le patient n°1.  

Un signal vert est retrouvé sur un chromosome 17, un signal rouge est observé sur le chromosome 

14 (non impliqué dans la t(13;14)) et une fusion est visualisée sur le dérivé 13 issu de la translocation 

entre les chromosomes 13 et 14. 
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Le résultat montre que la translocation entre les chromosomes 13 et 14 entraîne une 
dĠloĐalisatioŶ de l͛eŶseŵďle du locus IGH sur le dérivé 13 (signal de fusion observé sur celui-
ci), saŶs ƌeŵaŶieŵeŶt d͛IGH (Figure 41). Elle met également en évidence un remaniement 
concernant l͛autƌe chromosome 14, non vu au caryotype, aǀeĐ dĠloĐalisatioŶ d͛uŶ sigŶal ǀeƌt 
sur un chromosome 17.  

 

La formule chromosomique rendue sur ce prélèvement était alors : 

48,XY,+12,+19[17]/48,sl,t(13;14)(q13;q32)[3] 

.ish+12(TEL+)[2],t(13;14)(IGH+;IGH-)[5];t(14;17)(3'IGH+;5'IGH+)[5] 

.nuc ish(TELx3,AML1x2)[65/110],(IGHx2)(5'IGHsep3'IGHx1)[30/50] 

 

Au final, le patieŶt pƌĠseŶte doŶĐ uŶ ƌeŵaŶieŵeŶt d͛IGH ĐƌǇptiƋue aǀeĐ iŵpliĐatioŶ d͛uŶ loĐus 
en 17q24. De plus la t(14;17) est présente dans le clone initial (proportion identique à la 
trisomie 12 sur FISH interphasique) tandis que la t(13;14) est sous-clonale. La translocation 
impliquant IGH est donc un événement précoce dans la lymphomagénèse de ce cas. 

 

L͛Ġtude de la littérature retrouve un cas de lymphome B diffus des séreuses dans lequel une 
translocation t(14;17)(q32;q23), également cryptique, avait été identifiée607. Le gène 
paƌteŶaiƌe Ŷ͛aǀait pas ĠtĠ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe. UŶe Ġtude ĐoŶĐeƌŶaŶt l͛iŵpaĐt pronostique des 
translocations impliquant les gènes des immunoglobulines dans la LLC rapporte un cas 
impliquant un partenaire en 17q non identifié344. Les auteurs retrouvent un impact 
pronostique péjoratif des translocations impliquant les gènes des immunoglobulines, à 
l͛eǆĐeptioŶ de la t;ϭϰ;ϭϴͿ. Nous avons également repris les gènes situés au niveau des locus 
17q23 à 17q25 sans identifier de gène connu comme impliqué dans les lymphomes B. Enfin, 
l͛atlas de ĐǇtogĠŶĠtiƋue ƌĠpeƌtoƌie ϰϯ paƌteŶaiƌes diffĠƌeŶts ideŶtifiĠs daŶs des tƌaŶsloĐatioŶs 
impliquant IGH mais le locus 17q24 Ŷ͛Ǉ figuƌe pas (dernière mise à jour en Février 2010)608. Il 
en est de même pour les partenaires de translocation impliquant IGL et IGK. Une translocation 
IGH/IGF2BP1 en 17q21 a été rapportée en 2014 dans un cas de leucémie aiguë 
lymphoblastique B609, mais le point de cassure semble plus télomérique dans notre cas. 
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b- Résultats par LM-PCR et cytogénétique 

Nous avons vu précédemment que les translocations impliquant IGH entraînent, dans la 
majorité des cas, des Đassuƌes au Ŷiǀeau des ƌĠgioŶs de joŶĐtioŶ ou autouƌ de l͛eŶhaŶĐer Eµ. 
Ces points de cassure sont compatibles avec les résultats obtenus en FISH avec la sonde IGH 
Kreatech. Les ƌĠgioŶs d͛iŶtĠƌġt ĠtaŶt ĐiďlĠes, nous avons opté pour la technique de LM-PCR.  
Nous avons mis au point des amorces permettant de cibler Đes ƌĠgioŶs d͛iŶtĠƌġt. CepeŶdaŶt, 
au cours de cette approche, le remaniement impliquant IGH Ŷ͛a pu ġtƌe ideŶtifiĠ. La teĐhŶiƋue 
semble valide car elle a permis de retrouver le réarrangement VDJ supposé fonctionnel mis 
en évidence par clonalité B. 

 

Puisque les translocations impliquant IGH peuvent également impliquer les régions switch des 
différentes parties constantes, nous avons ensuite dessiné des amorces permettant de cibler 
par LM-PCR les régions switch des parties constantes IGHG1, IGHA1 et IGHE qui sont les plus 
fréquemment impliquées dans le lymphome de Burkitt610. Néanmoins, la FISH avec la sonde 
IGH Kreatech, ciblant en rouge les régions constantes, de jonction et de diversité, devrait 
entraîner une délocalisation du signal rouge sur le chromosome 17 en cas de cassure dans les 
paƌties ĐoŶstaŶtes les plus eŶ ϯ͛, Đe Ƌui Ŷ͛est pas le Đas. Les résultats obtenus en LM-PCR Ŷ͛oŶt 
pas permis de mettre en évidence de remaniement pour ces régions.  

 

c- Résultats de l’étude en FISH à façon 

i- Confirmation des résultats négatifs de LM-PCR sur les régions constantes d’IGH 

L͛aďseŶĐe de ƌeŵaŶieŵeŶt iŵpliƋuaŶt les ƌĠgioŶs ĐoŶstaŶtes d͛IGH selon la technique de LM-
PCR a également été vérifiée par FISH avec des fosmides ciblant les régions constantes les plus 
eŶ ϱ͛, et eŶ aǀal d͛IGHM (G248P85777C9, G248P8983A5 et G248P82502G1). Les 3 fosmides 
restent sur le chromosome 14 (Figure 42). 
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Figure 42 : A- Représentation schématique à partir du logiciel IGV du locus IGH (en vert) et des 

fosŵides ĐiďlaŶt les ƌĠgioŶs ĐoŶstaŶtes d’IGH ;eŶ ďleuͿ. B- Image de FISH métaphasique avec ces 

fosmides marqués en Aqua. 

On observe l’aďseŶĐe de dĠloĐalisatioŶ des signaux bleus. La clonalité de cette mitose a été mise en 

évidence avec un BAC ciblant les régions IGHV (RP11-47P23), et les chromosomes 17 ont été marqués 

avec les sondes centromérique et télomérique pour repérage. 

 

ii- Etude du dérivé 17 

En parallèle, nous avons déployé une analyse en FISH ciblant le chromosome 17 afin de 
localiser le point de cassure sur ce chromosome. Nous avons sélectionné des BACs ciblant les 
ƌĠgioŶs ϭϳƋϮϮ, ϭϳƋϮϯ, ϭϳƋϮϰ et ϭϳƋϮϱ. AuĐuŶe de Đes soŶdes Ŷ͛Ġtait délocalisée sur le 
chromosome 14. Nous avons ensuite utilisé une sonde télomérique du bras long du 
Đhƌoŵosoŵe ϭϳ, ŵoŶtƌaŶt elle aussi l͛aďseŶĐe de délocalisation du signal. Nous avons vérifié 
Ƌue Đes ƌĠsultats ĐoŶĐeƌŶaieŶt des ŵitoses ĐloŶales ;ϰϴ Đhƌoŵosoŵes, Đ͛est-dire porteuses 
des trisomies 12 et 19). De plus, une sonde centromérique du chromosome du 17 a été 
réalisée afin de confirmer la concordance télomère-centromère. Enfin, une sonde IGH a 
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également confirmé la présence du remaniement entre les chromosomes 14 et 17, avec le 
maintien de la région télomérique 17q sur le chromosome 17. 

 

Figure 43 : Image de FISH métaphasique avec une sonde télomérique du bras long du chromosome 

17. 

On observe l’aďseŶĐe de ƌeŵaŶieŵeŶt ;deuǆ sigŶauǆ ƌouges suƌ deuǆ Đhƌoŵosoŵes ϭϳͿ. 

 

En conclusion, l͛Ġtude eŶ FISH ŵoŶtƌe Ƌue ƌeŵaŶieŵeŶt Ŷ͛est pas une translocation mais 
d͛uŶe iŶseƌtioŶ cryptique d͛IGH au niveau du chromosome 17. 

D͛apƌğs la littĠƌatuƌe, uŶe iŶseƌtioŶ d͛IGH est possible et pourrait impliquer le fragment 
d͛eǆĐisioŶ issu du ƌeŵaŶieŵeŶt VDJ ou du sǁitch des parties constantes48,63,611. Dans cette 
hypothèse, selon la première analyse en FISH avec la sonde IGH fournie par Kreatech, un 
remaniement du fragment issu du switch entraînerait une séparation du signal rouge couvrant 
l͛eŶseŵďle des ƌĠgioŶs ĐoŶstantes ainsi que les gènes de jonction et diversité. Etant donné 
que le signal observé sur le chromosome 17 est un signal vert, cela implique la délocalisation 
d͛uŶ fƌagŵeŶt d͛IGHV. DaŶs l͛hǇpothğse d͛uŶe insertion issue de la recombinaison VDJ, nous 
savons que nous avons un réarrangement VDJ clonal de type IGHV5-51, IGHD6-6 unique. La 
ĐloŶalitĠ Ŷ͛a pas ŵis eŶ ĠǀideŶĐe d͛autƌe remaniement VDJ. Dans ce cas, une grande partie de 
la partie variable des immunoglobulines est tronquée et sa délocalisation pourrait être 
visualisée. D͛apƌğs le sĐhĠŵa de la soŶde de FISH KƌeateĐh, uŶ tel ƌeŵaŶieŵeŶt eŶtƌaîŶeƌait 
une cassure située à peu près au milieu de la sonde verte, avec un signal couvrant le fragment 
d͛eǆĐisioŶ et un signal résiduel sur le chromosome 14 (Figure 32 et Figure 44). Malgré 
l͛aďseŶĐe de sigŶal ƌĠsiduel ǀeƌt ǀisiďle suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϭϰ, Đette hypothèse ne peut être 
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totaleŵeŶt eǆĐlue ĠtaŶt doŶŶĠe l͛iŶĐeƌtitude de la loĐalisatioŶ eǆaĐte des ďoƌduƌes de la 
sonde verte. Il se peut ĠgaleŵeŶt Ƌu͛uŶ autƌe ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶt VDJ ŶoŶ pƌoduĐtif ait ĠtĠ iŶitiĠ 
avec un segment VH proche du télomère, entraînant un signal résiduel faible sur le 
chromosome 14, et donc invisible en FISH. 

 

 

Figure 44 : Représentation schématique à partir du logiciel IGV du locus IGH (en vert) et du fragment 

d’eǆĐisioŶ seloŶ le ƌeŵaŶieŵeŶt VDJ ŵis eŶ ĠvideŶĐe ;eŶ orange), ainsi que les 3 BACs utilisés pour 

vĠƌifieƌ la dĠloĐalisatioŶ du fƌagŵeŶt d’eǆĐisioŶ ;eŶ ďleuͿ. 

 

Dans l͛hypothèse d͛uŶe iŶseƌtioŶ du fƌagŵeŶt d͛eǆĐisioŶ se pƌoduisaŶt au Đouƌs du 
réarrangement VDJ, nous avons utilisé des BACs situés en amont et au niveau du fragment 
d͛eǆĐisioŶ (Figure 44). Les résultats montrent que tous les BACs sont délocalisés sur le 
chromosome 17, ce qui infirme cette hypothèse (Figure 45). De plus, on observe une 
disparition du signal ciblant le fragment d͛eǆĐisioŶ issu du réarrangement VDJ soit au niveau 
d͛uŶ Đhƌoŵosoŵe ϭϰ Ŷoƌŵal ;eŶ l͛aďseŶĐe de tƌaŶsloĐatioŶ eŶtƌe les Đhƌoŵosoŵes ϭϯ et ϭϰͿ, 
soit au niveau du dérivé 13 issu de la t(13;14). Ceci indique que le réarrangement VDJ productif 
mis en évidence a lieu sur le chromosome 14 non impliqué dans le remaniement avec le 
chromosome 17. 

Nous avons continué les explorations avec la réalisation de FISH au niveau de la région de 
cassure supposée. Pour cela, nous avons utilisé les BAC RP11-645E6, RP11-965B13 et RP11-
141I7. Cependant, les résultats obtenus étaient ininterprétables (réalisation sur lames déjà 
hybridées plusieurs fois avec déshybridation incomplète et dégradation du matériel 
génétique).  

L͛eŶseŵďle de Đes résultats indique une région de cassure théorique située entre IGHJ1 et 
IGHV3-21 ou IGHV3-22. 

La zoŶe de Đassuƌe ƌestaŶte est aloƌs d͛eŶǀiƌoŶ ϰϳϬ kď. 
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Figure 45 : Image de FISH métaphasique avec les BACs RP11379F22 et RP11-47P23 marqués 

respectivement en vert et rouge. 

A- Représentation schématique à partir du logiciel IGV du locus IGH (en vert) et des BACs RP11-

379F22 (vert) et RP11-47P23 (rouge).  

B- Images de FISH métaphasique du clone sans t(13;14). On observe un signal rouge sur un 

chromosome 14 non remanié et une fusion sur le dérivé 17. Il manque un signal vert, ce qui peut 

être expliqué par la perte lors du réarrangement physiologique IGHV. C : Image métaphasique du 

clone présentant la t(13 ;14). On observe un signal rouge sur le dérivé 13 issu de la t(13;14) et une 

fusion sur le dérivé 17. Il manque un signal vert pouvant être expliqué par la perte lors du 

ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶt phǇsiologiƋue IGHV aveĐ dĠloĐalisatioŶ d’IGH suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϭϯ. 

 

d- Etude en Multi-FISH 

Nous avons également réalisé une analyse en multi-FISH pour ce patient qui ne permet pas de 
mettre en évidence le remaniement entre les chromosomes 14 et 17 (Figure 46 et Figure 47). 
EŶ effet, l͛idĠogƌaŵŵe du dĠƌiǀĠ ϭϰ ĐoƌƌespoŶdaŶt Ŷe peƌŵet pas de dĠĐeleƌ la pƌĠseŶĐe de 
matériel issu du chromosome 17. Concernant le dérivé 17, on note un décrochage des 
couleurs en 17q sur une mitose, mais non reproductible suƌ d͛autƌes ŵitoses et probablement 
artéfactuel. La translocation entre les chromosomes 13 et 14 est visible avec une partie du 
Đhƌoŵosoŵe ϭϯ ĐlaiƌeŵeŶt dĠloĐalisĠe suƌ le ϭϰ. A l͛iŶverse, la portion de chromosome 14 
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dĠloĐalisĠe suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϭϯ Ŷ͛est pas ǀisiďle, pƌoďaďleŵeŶt à Đause de la taille du 
fragment et du marquage faible des extrémités chromosomiques. La résolution de cette 
technique est donc insuffisante pour mettre en ĠǀideŶĐe le ƌeŵaŶieŵeŶt d͛iŶtĠƌġt. 

 

Figure 46 : Image de M-FISH réalisée chez le patient n°1.  

On visualise la translocation entre les bras longs des chromosomes 13 et 14. En revanche, le 

remaniement entre les chromosomes 14 et 17 est invisible. La mitose observée est porteuse des 

trisomies 12 et 19. 

 

 

Figure 47 : Idéogrammes des chromosomes 13, 14 et 17 (multiFISH). 

Le dérivé 13 issu de la t(13;14) est identifiable du fait de sa taille réduite, mais la portion de 

Đhƌoŵosoŵe ϭϰ dĠloĐalisĠe Ŷ’est pas visiďle car sa taille  14 est trop petite. En revanche, le dérivé 

14 issu de la t(13 ;14) est bien visualisé. 

La t;ϭϰ;ϭϳͿ Ŷ’est pas visiďle. On note un décrochage en 17q terminal des couleurs bleu et rouge 

(associées au chromosome 14) et une chute des couleurs jaune, vert et violet (associées au 

chromosome 17) sur le deuxième chromosome 17. Ces signaux restent trop faibles pour être 

interprétés et ne sont pas répétés sur les autres mitoses clonales analysées. 

 

t(13;14)

t(14;17)
dérivé 17

t(14;17)
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t(13;14)
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13            17
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e- Etude en CGH-array 

Enfin, une approche en CGH-array a été réalisée. En effet, certaines translocations 
apparemment équilibrées au caryotype entraînent néanmoins une perte de matériel visible 
en CGH-array612.  

 

 

Figure 48 : Profil en CGH-array du patient n°1.  

Le ƌeŵaŶieŵeŶt eŶtƌe les Đhƌoŵosoŵes ϭϰ et ϭϳ Ŷ’est pas visiďle. OŶ visualise faiďleŵeŶt en noir 

les trisomies 12 et 19. La flèche verte pointe la délétion 8p11. 

 

Le résultat de la CGH-array permet de visualiser faiblement les trisomies 12 et 19 (Figure 48). 
Le fait Ƌu͛elles soieŶt faiďleŵeŶt ǀisiďles est eǆpliƋuĠ paƌ la faiďle iŶfiltƌatioŶ du pƌĠlğǀeŵeŶt 
utilisé (ADN issu du sang). De plus, il s͛agit d͛uŶe aŶoŵalie sous-clonale. Elles demeurent 
néanmoins ǀisiďles. EŶ ƌeǀaŶĐhe la tƌaŶsloĐatioŶ eŶtƌe les Đhƌoŵosoŵes ϭϰ et ϭϳ Ŷ͛est pas 
visualisaďle aloƌs Ƌu͛elle est autant représentée que les trisomies 12 et 19. En particulier, cette 
teĐhŶiƋue Ŷ͛a pas peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe de peƌte de ŵatĠƌiel au Ŷiǀeau du 
chromosome 17. Le locus au niveau du chromosome 14 Ŷ͛est pas iŶteƌpƌĠtaďle eŶ CGH eŶ 
ƌaisoŶ de l͛utilisatioŶ d͛uŶ tĠŵoiŶ ADN pƌĠseŶtaŶt uŶ ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶt VDJ physiologique de 
taille importante. La translocation entre les chromosomes 13 et 14 Ŷ͛est pas ǀisualisĠe non 
plus. Soit elle est sous clonale, soit elle est équilibrée et donc non visualisable. L͛aŶalǇse d͛uŶ 
échantillon plus infiltré tel que le ganglion serait souhaitable. En revanche, on détecte une 
délétion 8p11. 
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f- Analyse du séquençage du génome entier 

L͛eŶseŵďle des diffĠƌeŶtes teĐhŶiƋues ƌĠalisĠes étant peu informatives devant la petite taille 
de ce remaniement déséquilibré et face à l͛ĠpuiseŵeŶt du matériel pour la réalisation de FISH, 
Ŷous aǀoŶs dĠĐidĠ de ƌĠaliseƌ uŶ sĠƋueŶçage du gĠŶoŵe eŶtieƌ à paƌtiƌ d͛ADN de gaŶglioŶ. 
Cette approche a permis de mettre en évidence le remaniement. Les points de cassures 
identifiés, annotés sur le génome de référence GRCh38, sont : 

 - chromosome 14, position 105864259 – chromosome 17, position 82971132 ; 

 - chromosome 14, position 105894509 – chromosome 17, position 82971126. 

Le pƌeŵieƌ poiŶt de Đassuƌe ideŶtifiĠ suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϭϰ est situĠ au Ŷiǀeau d͛IGHJϰ. Ce 
poiŶt de Đassuƌe peut ġtƌe ǀisualisĠ à l͛aide du logiĐiel IGV à paƌtiƌ des fiĐhieƌs ďaŵ ;Figure 49). 

 

 

Figure 49 : Visualisation à partir du logiciel IGV des séquences obtenues par séquençage du génome 

entier au niveau du chromosome 14, position 105864259.  

Les alignements colorés en gris correspondent aux séquences germinales. Ceux en violet 

représentent les séquences dont le début est aligné sur le chromosome 14 et la fin est localisée sur 

le chromosome 17. Le locus IGHJ4 est représenté en vert. Le premier point de cassure au niveau 

d’IGH est indiqué avec un trait pointillé rouge et est situé au Ŷiveau d’IGHJϰ. Les deux cadres violets 

au Ŷiveau de la sĠƋueŶĐe iŶdiƋueŶt l’heptaŵğƌe ;CACATTGͿ et le ŶoŶaŵğƌe ;ACAAAAACCͿ du R““ 
jouxtant IGHJ4 et le réarrangement (voir Courte discussion et conclusion, page 173). 

 

Le deuǆiğŵe poiŶt de Đassuƌe ideŶtifiĠ suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϭϰ est situĠ au Ŷiǀeau d͛IGHDϰ-17. 
Ce point de cassure a également été visualisé sur IGV (Figure 50). 
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Figure 50 : Visualisation à partir du logiciel IGV des séquences obtenues par séquençage du génome 

entier au niveau du chromosome 14, position 105894509.  

Les alignements colorés en gris correspondent aux séquences germinales. Ceux en violet 

représentent les séquences dont le début est aligné sur le chromosome 14 et la fin est localisée sur 

le chromosome 17. Le locus IGHD4-17 est représenté en vert. Le deuxième point de cassure au niveau 

d’IGH est iŶdiƋuĠ aveĐ uŶ tƌait poiŶtillĠ ƌouge et est situĠ au Ŷiveau d’IGHD4-17. Les deux cadres 

violets au niveau de la sĠƋueŶĐe iŶdiƋueŶt l’heptaŵğƌe ;CACTGTG) et le nonamère (AGTTTTTGC) du 

RSS jouxtant IGHD4-17 et le réarrangement (voir Courte discussion et conclusion, page 173). 

 

 

Au niveau du chromosome 17, les deux points de cassures sont distants de seulement 6 pb. 
Ils sont visualisables également sur le logiciel IGV à partir des fichiers bam (Figure 51). Le point 
de cassure est situé dans un intron du gène B3GNTL1 (pour UDP-GlcNAc:betaGal béta-1,3-N-
acétylglucosaminyltransférase like 1). Il est situé en 17q25.3. 
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Figure 51 : Visualisation à partir du logiciel IGV des séquences obtenues par séquençage du génome 

entier au niveau du chromosome 17, centrée sur les positions 82971126 à 82971132.  

Les alignements colorés en gris correspondent aux séquences germinales. Ceux en orange 

représentent les séquences dont le début est aligné sur le chromosome 17 et la fin est localisée sur 

le chromosome 14. Les deux points de cassure au niveau du chromosome 17 sont indiqués par les 

traits pointillés rouges. Ils sont espacés de 6 pb et touchent le gène B3GNTL1. Les deux cadres violets 

au niveau de la séquence indiquent les séquences mimant un heptamère (CACAGCC) et un nonamère 

;CAACGTTCͿ d’uŶ R““ ĐƌǇptiƋue dĠteĐtĠ paƌ le site R““ dataďase613,614 (voir Courte discussion et 

conclusion, page 173). 

A partir de ces résultats, nous avons récupéré les séquences concernées. Ainsi, la séquence 
issue du premier point de cassure identifié, impliquant IGHJ4 et la position 82971132 sur le 
chromosome 17 est : 

ATGCAGCAAAACCCTTCAGAGTTAAAGCAGGAGAGAGGTTGTGAGGACTCACCTGAGGAGACGGTG
ACCAGGGTTCCCTGGCCCCAGTAGTCAAAGTTTTACGATCTTTCAACGTTTCACGGGGACAAACCACA
TCCAAACCACGGCAATTATATCCAGGCCGGTCTGTGCTCACGGGACGTTTCTATCGGACAG 

Avec en rouge la portion issue du chromosome 14, eŶ Ŷoiƌ l͛iŶseƌtioŶ de 9 nucléotides et en 
bleu la portion issue du chromosome 17. 

La séquence au niveau du deuxième point de cassure identifié impliquant IGHD4-17 et la 
position 82971126 sur le chromosome 17 est : 

CTGCGAGGGCTCACTCAGCGCTGTGGGAGGCATTCATCTGTGCACAAGGGGTCCCCTCGAGACCCCA
GCACCTCCCACACAGCCACGCTGGGGGCCCCCCTCGGGGTTAGTCACCGTAGTCACACAGTAGGAG
GGGCCTTCACAAAAAGCCCCTGAGTGTGCCCAGCGCGCTTTCCCACGCGGGCCCTGGTCCAGG 

AǀeĐ eŶ ďleu la poƌtioŶ issue du Đhƌoŵosoŵe ϭϳ, eŶ Ŷoiƌ l͛iŶseƌtioŶ de ϭϯ ŶuĐlĠotides et eŶ 
rouge la portion issue du chromosome 14. 
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A partir de ces résultats, nous avons mis au point des amorces pour vérifier ces points de 
cassure par PCR standard suivie d͛uŶ sĠƋueŶçage de tǇpe SaŶgeƌ. Ceuǆ-ci ont été validés 
(Figure 52 et Figure 53). 

 

 

Figure 52 : Résultat du séquençage par technique Sanger du premier point de cassure impliquant 

IGHJ4 et la position 82971132 sur le chromosome 17. 

 

 

Figure 53 : Résultat du séquençage par Sanger du deuxième point de cassure impliquant IGHD4-17 

et la position 82971126 sur le chromosome 17. 

Les résultats obtenus en Sanger sont cohérents avec ceux du séquençage du génome entier 
et confirment l͛iŶseƌtioŶ d͛uŶe poƌtioŶ d͛IGH dans le chromosome 17, avec au niveau des 
jonctions l͛iŶseƌtioŶ de ϵ et 13 nucléotides, associée à une délétion de 6 paires de bases au 
niveau du chromosome 17. Ceci est compatible avec la CGH-aƌƌaǇ Ƌui Ŷ͛ideŶtifie pas de 
délétion au niveau du chromosome 17, celle-ci étant trop petite pour être visualisée par cette 
technique. 
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Cependant, le ƌeŵaŶieŵeŶt Ŷ͛eŶtƌaîŶeƌait pas l͛iŶseƌtioŶ simple du fragment correspondant 
à la région située entre IGHJ4 et IGHD4-17. En effet les séquences obtenues correspondent à 
la ƌĠgioŶ allaŶt d͛IGHJϰ ǀeƌs IGHJϲ d͛uŶe paƌt ;et ŶoŶ IGHJϭͿ, et d͛IGHDϰ-17 vers IGHD3-16 (et 
non IGHD5-18) (Figure 54). 

 

Figure 54 : Schémas représentant le réarrangement identifié chez le patient 1.  

En A : la représentation des points de cassure sur les chromosomes 14 et 17 ; en B : le dérivé 17 

obtenu avec les jonctions retrouvées par séquençage (flèches rouge et orange pointillées). La flèche 

rouge hachurée indique la séquence insérée de taille et séquence inconnue. 

 

Ce résultat suggère donc un mécanisme plus Đoŵpleǆe d͛iŶseƌtioŶ. Ceci est compatible avec 
les résultats obtenus avec la FISH IGH (sonde Kreatech, Figure 32) ciblant la région située entre 
IGHJ4 et IGHD4-17 avec le signal ƌouge, et doŶt le ƌĠsultat iŶdiƋuait la dĠloĐalisatioŶ d͛uŶ 
fragment comprenant la région IGHV (signal vert). Ceci est également conforté par la FISH 
réalisée avec les fosmides ciblant IGHV (Figure 45). 
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Figure 55 : Schéma récapitulatif des différents résultats obtenus concernant le remaniement entre 

les chromosomes 14 et 17 chez le patient n°1. 

Le schéma représente un chromosome 14, avec en rouge, la partie restant sur le dérivé 14 

(confirmation par FISH) ; en rouge hachuré, les régions incertaines sur leur localisation ; en bleu, les 

régions délocalisées sur le dérivé 17 (résultats obtenus par FISH et séquençage du génome entier) ; 

en blanc la région délétée au cours du remaniement. 

L͛eŶseŵďle des ƌĠsultats oďteŶus iŶdiƋue doŶĐ uŶe iŶseƌtioŶ d͛IGH aǀeĐ des poiŶts de cassure 
impliquant IGHJ4 et IGHD4-ϭϳ. Le fƌagŵeŶt iŶsĠƌĠ ĐoŵpƌeŶd uŶe gƌaŶde paƌtie d͛IGHV. Le 
segment entre IGHJ4 et IGHD4-17 semble délété au cours du réarrangement.  

 

g- Courte discussion et conclusion 

Nous avions utilisé des amorces ciblant IGHJ6 en LM-PCR sans mettre en évidence le 
ƌeŵaŶieŵeŶt. L͛Ġtude du ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶt ŵoŶtƌe Ƌue seules les eŶzǇŵes SŵaI et StuI ĐoupeŶt 
l͛ADN suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϭϳ apƌğs le ƌeŵaŶieŵeŶt et auƌaieŶt gĠŶĠƌĠ des fragments 
d͛eŶǀiƌoŶ ϯϬϬϬ et ϯϰϬϬ pb respectivement. Ces enzymes Ŷ͛aǀaieŶt pas ĠtĠ testĠes aǀeĐ Đes 
amorces dans un premier temps. Ceci a donc été réalisé. Les résultats obtenus ne permettent 
pas de mettre en évidence le remaniement. L͛aŵplifiĐatioŶ de fƌagŵeŶts de taille situĠe eŶtƌe 
3000 et 4000 pb avait été réalisée daŶs d͛autƌes tests de LM-PCR et est possible avec cette 
technique. Il seŵďleƌait doŶĐ Ǉ aǀoiƌ uŶ ƌeŵaŶieŵeŶt eŶtƌe IGHJϰ et IGHJϲ. L͛utilisatioŶ 
d͛aŵoƌĐes situĠes au Ŷiǀeau d͛IGHJϰ aǀeĐ les diffĠƌeŶtes eŶzǇŵes de ƌestƌiĐtioŶ pouƌƌait 
permettre de tester cette hǇpothğse. CepeŶdaŶt, aǀeĐ le pƌoďlğŵe peƌsistaŶt d͛ĠpuiseŵeŶt 
du ŵatĠƌiel ďiologiƋue, Ŷous alloŶs daŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps pƌiǀilĠgieƌ l͛aŶalǇse plus 
approfondie des résultats de NGS. 

Les résultats obtenus par séquençage du génome entier mettent en évidence deux points de 
cassure qui pris isolément pourraient suggérer une translocation d͛IGH. Les résultats obtenus 
paƌ FISH peƌŵetteŶt d͛ideŶtifieƌ uŶe iŶseƌtioŶ Đoŵpleǆe.  

EtaŶt doŶŶĠe la loĐalisatioŶ des poiŶts de Đassuƌe ideŶtifiĠs au Ŷiǀeau d͛IGH, une implication 
du complexe de recombinaison VDJ et en particulier des enzymes RAG dans la survenue de 
cette translocation est fortement probable. Nous avons analysé les séquences en IGHJ4 et 
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IGHD4-17 : elles mettent en évidence des points de cassure au niveau des RSS (RSS avec 
espaĐeuƌ ϭϮ au Ŷiǀeau d͛IGHDϰ-ϭϳ et espaĐeuƌ Ϯϯ au Ŷiǀeau d͛IGHJϰͿ (Figure 49). Ceci 
indiquerait un mécanisme faisant intervenir les enzymes RAG et le mécanisme de 
ƌeĐoŵďiŶaisoŶ VDJ daŶs l͛appaƌitioŶ de Đe ƌeŵaŶieŵeŶt. De plus, Ŷous ƌetƌouǀoŶs au Ŷiǀeau 
des poiŶts de Đassuƌe l͛iŶseƌtioŶ de nucléotides au hasard, ressemblant à des N-nucléotides. 

L͛oƌigiŶe du poiŶt de Đassuƌe au Ŷiǀeau du Đhƌoŵosoŵe ϭϳ est incertaine. Nous avons 
recherché la présence de RSS cryptique au niveau du chromosome 17 grâce au site RSS 
database613. Celui-ci détecte une séquence pouvant correspondre à un RSS cryptique au 
niveau du point de cassure. CepeŶdaŶt, le poiŶt de Đassuƌe se situe à l͛iŶtĠƌieuƌ de Đette 
séquence et non à l͛extrémité ou à pƌoǆiŵitĠ de l͛ĠlĠŵeŶt ŵiŵaŶt l͛heptamère (Figure 51). 
Les enzymes RAG peuǀeŶt se lieƌ à l͛ADN ĠgaleŵeŶt ǀia les histoŶes ou encore de façon non 
spécifique. Leur implication pourrait être étayée par analyse ChIP-Seq (pour Chromatin 
ImmunoPrecipitation Sequencing) afin de mettre en évidence une fixation des enzymes RAG 
à ce niveau. UŶ autƌe ŵĠĐaŶisŵe ƌespoŶsaďle d͛uŶe Đassuƌe douďle ďƌiŶ au niveau du 
chromosome 17 est possible. L͛iŵpliĐatioŶ d͛AID pourrait également être mise en cause. 
Cependant la séquence au niveau du chromosome 17 ne présente pas de motifs type CpG ou 
WGCW. 

L͛idĠal pouƌ affiŶeƌ les ƌĠgioŶs dĠloĐalisĠes seƌait uŶe aŶalǇse paƌ FISH aǀeĐ ŵaƌĐhe 
chromosomique. Cependant, le matériel biologique et en particulier les mitoses analysables 
disponibles sont à présent faibles. Nous allons réaligner les résultats du séquençage du 
génome entier sans référence (alignement de novoͿ. CeĐi ƌisƋue d͛ġtƌe diffiĐile ĠtaŶt doŶŶĠe 
la séquence du gène IGH riche en GC et en séquences répétées. De plus, nous allons étudier 
plus pƌĠĐisĠŵeŶt les diffĠƌeŶts ƌĠsultats pƌoduits paƌ l͛aŶalyse MANTA afin de déceler des 
remaniements au sein du chromosome 14. Une meilleure connaissance du fragment inséré 
Ŷous peƌŵettƌa d͛aǀaŶĐeƌ daŶs l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ du ŵĠĐaŶisŵe de suƌǀeŶue du 
réarrangement. 

Une hypothèse est Ƌu͛il s͛agit d͛uŶ pƌoĐessus eŶ plusieurs étapes avec une première 
translocation entre les chromosomes 14 et 17 au cours du réarrangement DHJH avec les points 
de cassure identifiés par séquençage du génome entier puis un deuxième événement avec 
nouvelles cassures eŶ ϯ͛ d͛IGHJϰ suƌ le dĠƌiǀĠ ϭϰ et eŶ aǀal d͛IGHV suƌ le dĠƌiǀĠ ϭϳ ;Figure 56).  
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Figure 56 : “ĐhĠŵa de l’hǇpothğse eŶ deuǆ Ġtapes pouƌ le ƌeŵaŶieŵeŶt oďseƌvĠ Đhez le patieŶt Ŷ°ϭ. 
A- Points de cassure identifiés par séquençage du génome entier (éclairs rouges) au niveau des 

chromosomes 14 et 17.  

B- Schéma de la translocation générée au Đouƌs d’uŶe pƌeŵiğƌe Ġtape selon les points de cassure 

identifiés par séquençage du génome entier. Les éclairs rouges indiquent les probables régions 

touchées au Đouƌs d’uŶe deuǆiğŵe Ġtape paƌ de Ŷouvelles Đassuƌes douďle ďƌiŶ pouvaŶt aďoutiƌ au 
remaniement complexe sur la base des données de FISH. 

C- Schéma de l’iŶseƌtioŶ complexe obtenue au niveau du dérivé 17. La région hachurée en rouge 

correspond à la portion de chromosome 14 insérée de taille et séquence inconnues. 
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Une autre hypothèse est la génération de cassures sur le chromosome 14 avec circularisation 
du fragment généré, puis réouverture lors du réarrangement DHJH et insertion dans le 
chromosome 17. 

Un phénomène de chromothripsis peut également être en cause. Il s͛agit d͛uŶ phĠŶoŵğŶe 
limité dans le temps, au cours duquel de nombreuses cassures (de 10 à des milliers) 
apparaissent de façon localisée sur un chromosome ou un bras de chromosome. Cette 
hypothèse semble moins plausible étant donné les points de cassures observés au niveau de 
RSS sur le chromosome 14, et non au hasard. 

Paƌ ailleuƌs, Ŷous Ŷe ĐoŶŶaissoŶs pas la ƌĠgioŶ d͛IGH eǆaĐte iŶsĠƌĠe daŶs le Đhƌoŵosoŵe ϭϳ. 
En particulier, nous ne savons pas si l͛eŶhaŶĐeƌ Eµ est eŵpoƌtĠ, pouǀaŶt aloƌs eŶtƌaîŶeƌ uŶe 
surexpression du gène B3GNTL1. EŶ l͛aďseŶĐe de dĠloĐalisatioŶ de l͛eŶhaŶĐeƌ Eµ, oŶ peut 
iŵagiŶeƌ uŶe disƌuptioŶ du gğŶe eŶtƌaîŶaŶt uŶe peƌte d͛eǆpƌessioŶ. Il existe des promoteurs 
en amont et en aval du point de cassure : la tƌaŶsloĐatioŶ, si elle iŵpliƋue uŶ eŶhaŶĐeƌ d͛IGH 
;eŶ paƌtiĐulieƌ EµͿ, est susĐeptiďle d͛eŶtƌaîŶeƌ uŶe dĠƌĠgulatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ du gğŶe. La 
ǀĠƌifiĐatioŶ de l͛iŵpaĐt suƌ l͛eǆpƌessioŶ du gğŶe seƌa faite paƌ sĠƋueŶçage haut débit des ARN 
(RNA-SeƋͿ. CeĐi Ŷous peƌŵettƌa d͛Ġtudieƌ uŶe ĠǀeŶtuelle dĠƌĠgulatioŶ de Đe gğŶe et des 
autres situés à proximité.  

Le gène B3GNTL1 code une protéine impliquée dans la glycosylation et exprimée à différents 
niveaux de façon ubiquitaire. Des translocations impliquant ce gène ont été rapportées dans 
des cancers solides avec des partenaires situés sur les chromosomes 1, 3, 17 et X615,616. Ces 
données sont en faveur de l͛hǇpothğse d͛uŶ ƌôle oŶĐogĠŶiƋue de la tƌaŶsloĐatioŶ ƌetƌouǀĠe 
chez ce patient. 
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2- Patient 2 

a- Résultats préliminaires 

La deuǆiğŵe patieŶte a ďĠŶĠfiĐiĠ d͛uŶ ďilaŶ Đoŵplet eŶ ϮϬϭϭ. Le ĐaƌǇotǇpe aloƌs ƌĠalisĠ 
montre une translocation entre les bras longs des chromosomes 17 et 22 (Figure 57). Il s͛agit 
de la seule anomalie mise en évidence au caryotype. 

 

 

Figure 57 : Caryotype de la patiente n°2  

Celui-ci met en évidence une translocation entre les bras longs des chromosomes 17 et 22. 

La formule chromosomique était alors la suivante : 46,XX,t(17;22)(q25;q11)[19]/46,XX[1]. 

Le caryotype réalisé en 2016 montre la persistance de cette anomalie isolée. La formule 
chromosomique rendue était : 46,XX,t(17;22)(q25;q11)[15]. 

DeǀaŶt la pƌĠseŶĐe de l͛iŵpliĐatioŶ du loĐus ϮϮƋϭϭ, uŶe FISH pouƌ IGL a ĠtĠ ƌĠalisĠe et 
montre un remaniement du gène (Figure 58). En particulier, on observe une délocalisation 
du signal rouge ciblant la région IGLC sur le chromosome 17. 
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Figure 58 : Image de FISH avec la sonde IGL Dako concernant la patiente numéro 2.  

On observe une mitose avec un signal de fusion sur le chromosome 22 non remanié, un signal vert 

sur le dérivé 22 et un signal rouge sur le dérivé 17. On observe également un noyau dans lequel un 

ƌeŵaŶieŵeŶt d’IGL est ŵis eŶ ĠvideŶĐe ;sĠpaƌatioŶ du signal). 

 

b- Résultats moléculaires 

Les points de cassure rapportés dans les translocations impliquant IGL sont situés au niveau 
des régions de jonction et constantes617,618. Nous avons mis au point des amorces pour 
réalisation de LM-PCR au niveau des régions IGLJ-C 1 à 5. Les différentes expériences menées 
Ŷ͛oŶt pas peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe le ƌeŵaŶieŵeŶt. 

Un séquençage du génome entier a été réalisé et a permis de mettre en évidence les points 
de cassure suivants : 

 - chromosome 17, position 83175424 (gène AC139099.4) (Figure 59) 

 - chromosome 22, position 22850521 ;au Ŷiǀeau d͛IGLVϯ-6) (Figure 60) 
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Figure 59 : Visualisation à partir du logiciel IGV des séquences obtenues par séquençage du génome 

entier au niveau du chromosome 17, position 83175424 concernant la deuxième patiente.  

Les alignements colorés en gris clair correspondent aux séquences germinales. Ceux en gris foncés 

correspondent aux séquences dont le début de la séquence est aligné sur le chromosome 17 et la fin 

est localisée sur le chromosome 22. Le point de cassure est entouré par un cadre pointillé rouge. 

 

 

Figure 60 : Visualisation à partir du logiciel IGV des séquences obtenues par séquençage du génome 

entier au niveau du chromosome 22, position 22850521 concernant la deuxième patiente. 

Les alignements colorés en gris correspondent aux séquences germinales. Ceux en rouge indiquent 

une délétion. Ceux en bleu foncé correspondent aux séquences pour lesquelles le début est aligné 

sur le chromosome 22 et la fin est localisée sur le chromosome 17. Les points de cassure retrouvés 

d’apƌğs les sĠƋueŶĐes soŶt iŶdiƋuĠs paƌ les tƌaits poiŶtillĠs ƌouge. Les ϵ ŶuĐlĠotides iŶteƌŵĠdiaiƌes 
semblent délétés au cours du remaniement. A noter 4 bases homologues à ce niveau (encadrées en 

rose). L’Ġtoile ďleu iŶdiƋue uŶe ŵutatioŶ G>A. 

 

A partir de ces résultats, les séquences au niveau des points de cassure ont été récupérées. 
Ainsi, la séquence du dérivé 22 est la suivante : 
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TCATCATTTACAAGCCTCCTCTCCTGTCCTCTCTTGCAAGCTCCTATGAGCTTACACAGCCACCCTCAGT
GTCAGTGTCACCAGGACAGGCAGCCATGATCACCTGCTCTTGAGATAACCTCAAAGATGAGTATGTT
TACTGGTTCTGGCAGAAGCCAGACCAGGCCCATACTGGTGATATATGAAGGCAACACGAGTGATAG
AACTGAGCCCCAGGTTGTGCTCGGAGTCTCCTGGTGCCAGAACACTGGGCTTCCGTGGGACCTGAG
GGGCTGAAACGGTGCTGGACCTGGACCCTTCCTCACAGTCACCCTCAGGTAGCCCATCTCAGACAGG
AGGGGACCCCTTGTCCCCCATGTTTGGAGCGTGCTGAGCTGCACACAGTCCTCCCTGGGTCTGAGAC
CGCTGGTCCTGCCCCCACCCCAGCTCTCTCCCCTCTGG 

avec en rouge la séquence issue du chromosome 22 et en bleu la séquence issue du 
chromosome 17. Le nucléotide A en gras souligné correspond à une mutation (G>A). 

La séquence dérivée du chromosome 17 est la suivante : 

CGAACGACTCGGCAGGCTCCAGAGTTTGGCTCATTTTCTGCTTGGTCCCTTTTTGATGCCTGTGATTTA
TTTATAACAATAGTTTGCCTAATTCCAGATGTGGTGACACAGCCTGCAGACGCTGAGTGAAATGAAG
ACAGACCAGATTTTTCAGAGGGGTAGTGGTGTGGAGCAGGCTGGGCCGCCAGGAATTTCTGATTTTC
TGAGTCCAGCTCAGGGAACATGGCCA 

avec en bleu la séquence issue du chromosome 17, et en rouge la séquence issue du 
chromosome 22. Les nucléotides soulignés et en gras correspondent à une homologie de 
séquence au niveau du point de cassure. 

 

Ces résultats ont été confirmés par séquençage Sanger. 

 

Figure 61 : Séquence sens obtenue par séquençage Sanger confirmant la jonction du der(22)t(22 ;17). 

Concernant le dérivé 22, seule la séquence sens est lisible. La sĠƋueŶĐe aŶtiseŶs s͛ĠteiŶt apƌğs 
un poly-G. UŶe autƌe aŵoƌĐe situĠe apƌğs Đette ƌĠgioŶ deǀƌait peƌŵettƌe d͛oďteŶiƌ uŶ ƌĠsultat 
correct. 

Le dĠƌiǀĠ ϭϳ Ŷ͛a pas ĠtĠ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe. L͛aŵoƌĐe utilisĠe au Ŷiǀeau du Đhƌoŵosoŵe ϮϮ 
semble trop éloignée du point de cassure. Nous allons mettre au point de nouvelles amorces 
plus proches afin de confirmer le dérivé 17. 
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Ce remaniement entraîne doŶĐ uŶe dĠloĐalisatioŶ de l͛eŶhaŶĐeƌ ϯ͛Eʄ sur le dérivé 17 (Figure 
62). 

 

Figure 62 : Schéma représentant la translocation entre les bras longs des chromosomes 17 et 22 mise 

en évidence chez la patiente n°2. 
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c- Courte discussion 

Le point de cassure au niveau du chromosome 22 est situé au niveau des régions variables à 
l͛iŶtĠƌieuƌ d͛IGLVϯ-6. Il s͛agit d͛uŶ gğŶe ŶoŶ foŶĐtioŶŶel23. Etant donnée la localisation au 
Ŷiǀeau des ƌĠgioŶs ǀaƌiaďles d͛IGL, un mécanisme médié par RAG, au cours de la 
recombinaison VJ de la chaîne légère, peut être évoqué. Cependant, le point de cassure se 
situe à l͛iŶtĠƌieuƌ du gğŶe IGLVϯ-6 et un peu à distance du RSS (133 pb).  

En parallèle, la ƌeĐheƌĐhe de ‘SS ĐƌǇptiƋue au Ŷiǀeau du Đhƌoŵosoŵe ϭϳ a ĠtĠ ƌĠalisĠe à l͛aide 
du site RSS Database et montre la présence de séquences pouvant correspondre à de 
potentiels RSS crytiques à proximité du site de cassure. La première région retrouvée peut 
correspondre à un RSS avec espaceur 12 (CACAGCATGCAGACGCTGAGTGAAATGA), située 51 
pb en amont du point de cassure, ou à un RSS avec espaceur 23 
(CACAGCATGCAGACGCTGAGTGAAATGAAGACAGAACAG) situé alors à 40 pb en amont du 
point de cassure. Son orientation ne semble pas compatible avec un réarrangement médié 
par RAG. Un autre RSS cryptique avec espaceur 23 est identifié 109 paires de bases en aval du 
point de cassure (CACAGTCACCCTCAGGTAGCCCATCTCAGACAGGAGGGG) avec une 
orientation compatible avec la translocation. Cependant, leur localisation semble trop 
éloignée du point de cassure pour être mise en cause. Certains auteurs ne les considèrent que 
si une séquence mimant un heptamère (CACNNNN) est présente dans les 5 nucléotides à 
proximité du point de cassure619. D͛autƌes oŶt pƌis eŶ Đoŵpte les ϮϬ ŶuĐlĠotides adjacents620. 
Une dernière étude a pris un seuil à 21 paires de bases621. 

En revanche, le point de cassure au niveau du chromosome 17 est situĠ au Ŷiǀeau d͛uŶ ŵotif 
CGCG. CeĐi suggğƌe uŶ ƌôle d͛AID au Đouƌs de l͛hǇpeƌŵutatioŶ soŵatiƋue. L͛aŶalǇse de la 
séquence en amont du point de cassure dans la région IGL ƌĠǀğle la ŵutatioŶ d͛un nucléotide 
dans 3 séquences sur 4, y compris dans des séquences non impliquées dans le remaniement 
entre les chromosomes 17 et 22. Il peut s͛agiƌ d͛uŶe ŵutatioŶ daŶs le Đadƌe de 
l͛hǇpeƌŵutatioŶ somatique. 

DaŶs Đe Đas, uŶ ƌôle d͛AID daŶs le ŵĠĐaŶisŵe de suƌǀeŶue de Đette tƌaŶsloĐatioŶ au Đouƌs de 
l͛hǇpeƌŵutatioŶ soŵatiƋue est pƌiǀilĠgiĠ. 

CoŶĐeƌŶaŶt le gğŶe paƌteŶaiƌe, il s͛agit d͛AC139099.4. Le point de cassure est situé au niveau 
de l͛iŶtƌoŶ Ϯ qui est le plus long, le gène étant constitué de 3 exons. Il est répertorié dans NCBI 
gene sous le nom LOC101929650. Il s͛agit d͛uŶ lŶĐ‘NA. il est ƌĠpeƌtoƌiĠ daŶs la ďase de 
données LNCipedia sous le nom lnc-METRNL-2:1 ou  LNC-TSPAN10-103 :2111. Le transcrit fait 
641 pb. Ce gène est situé 80 kb en aval du gène METRNL (pour Meteorin-like, glial cell 
differenciation regulator), qui est impliqué daŶs l͛adipogĠŶğse622. 

Le point de cassure au niveau du chromosome 17 est situé dans ce cas environ 200 kb en aval 
du point de cassure mis en évidence chez le patient n°1. Il se peut Ƌu͛uŶe Điďle ĐoŵŵuŶe soit 
en cause. Nous prévoyons de réaliser du RNA-SeƋ pouƌ Ġtudieƌ l͛eǆpƌessioŶ des gğŶes situĠs 
dans cette région, dont B3GNTL1, AC139099.4 et METRNL. 



183 

Jasmine CHAUZEIX | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 

 

3- Patient 3 

a- Résultats préliminaires 

Concernant le cas de la troisième patiente, la cytogénétique réalisée en 2012 puis en 2016 sur 
sang avec stimulation par IL2/DSP30 met en évidence un caryotype complexe comprenant 
notamment une translocation entre les chromosomes 8 et 14 (Figure 63). Les FISH réalisée 
ŵoŶtƌeŶt uŶe iŵpliĐatioŶ d͛IGH (Figure 64), sans réarrangement de MYC. Il met également en 
ĠǀideŶĐe uŶe tƌaŶsloĐatioŶ eŶtƌe les Đhƌoŵosoŵes ϭϱ et ϮϮ Ŷ͛iŵpliƋuaŶt pas IGL (Figure 65) 
et une délétion du bras long du Đhƌoŵosoŵe ϭϭ. C͛est doŶĐ la t;ϴ;ϭϰͿ Ƌui Ŷous iŶtĠƌesse Đaƌ 
elle implique un gène des immunoglobulines et un partenaire inconnu en 8q24. 

 

 

 

Figure 63 : Caryotype du patient n°3. 

On observe la translocation entre les bras longs des Đhƌoŵosoŵes ϴ et ϭϰ d’uŶe paƌt et eŶtƌe le ďƌas 
court du chromosome 15 et le bras long du chromosome 22 d’autƌe paƌt. 
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Figure 64 : Image de FISH métaphasique avec la sonde IGH Kreatech. 

On observe une fusion sur le chromosome 14 normal, une fusion avec un signal rouge semblant 

diminué sur le dérivé 8 et un signal rouge sur le dérivé 14. 

 

 

Figure 65 : Image de FISH métaphasique avec la sonde IGL Dako. 

On observe deux signaux de fusion situés sur les chromosomes 22. 
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La FISH du locus MYC avait été réalisée avec la sonde DAKO en 2012. Les images obtenues sur 
mitoses étaient de mauvais qualité. Une seule mitose normale avait été vue. Les résultats de 
FISH interphasique ŵoŶtƌeŶt l͛aďseŶĐe de sĠpaƌatioŶ du sigŶal, mais une amplification du 
locus avec 3 signaux de fusion est mise en évidence dans 13,5 % des noyaux analysés, 
Đoŵpatiďle aǀeĐ la pƌĠseŶĐe d͛uŶ isoĐhƌoŵosoŵe ϴƋ sous-clonal.  

 

La formule cytogénétique rendue en 2012 est la suivante : 

46,XX,del(11)(q14)[6]/46,XX,i(8)(q10),t(15;22)(p13;q12)[4]/46,XX,t(8;14)(q24;q32),t(15;22

)(p13;q12)[9]/46,XX[1] 

.ish t(8;14)(CMYC+,IGHdim;CMYC-,3'IGH+)[1] 

.nuc ish(CMYCx3)[54/400],(IGHx2)(3'IGHsepIGHdimx1)[13/139],(D17Z1,P53)x2[150],(IG

Lx2)[238] 

 

En 2016, le caryotype rendu était le suivant : 

46,XX,t(8;14)(q24;q32),t(15;22)(p13;q12)[13]/46,sl,del(11)(q21q24)[7].ish 17p13(P53x2),17p
11.1-q11.1(D17Z1x2)[20].nuc ish(P53,D17Z1)x2[206] 

On observe en 2016 une augmentation de la proportion du clone comprenant la t(8;14) par 
rapport à 2012, probablement sélectionnée après traitement. 

 

b- Résultats complémentaires 

Le résultat de la FISH avec la sonde IGH de chez Kreatech montre une délocalisation du signal 
ǀeƌt et d͛uŶe paƌtie du sigŶal ƌouge suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϴ. CeĐi iŶdique une région de cassure 
au niveau soit des régions constantes, soit des régions de jonction. Le plus probable, étant 
donnée la configuration de la sonde, est une cassure dans les régions constantes car le signal 
rouge en cas de cassure dans la zone de jonction semble assez faible pour pouvoir être 
visualisé. Dans cette hypothèse, nous avons réalisé de la FISH avec trois fosmides ciblant les 
régions constantes les plus en amont du gène (côté télomérique) eŶ aǀal d͛IGHM : 
G248P85777C9, G248P8983A5 et G248P82502G1 initialement marqués tous les trois en Aqua 
(Figure 66).  
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Figure 66 : Image de FISH métaphasique avec les fosmides G248P85777C9, G248P8983A5 et 

G248P82502G1 marqués tous les trois en Aqua, ainsi que la sonde IGH Vysis. 

A- Représentation schématique à partir du logiciel IGV du locus IGH (en vert) et des fosmides ciblant 

les ƌĠgioŶs ĐoŶstaŶtes d’IGH ;eŶ ďleuͿ. 
B- Trois signaux Aqua sont visibles : ils marquent le chromosome 14 normal et les dérivés 8 et 14. Le 

dérivé 8 semble être marqué plus fortement. La sonde IGH Vysis permet de visualiser une fusion sur 

le chromosome 14 normal, un signal rouge sur le dérivé 14 et un signal vert sur le dérivé 8. 

 

Le résultat montre une séparation du signal Aqua avec un marquage résiduel sur le dérivé 14 
faible et une délocalisation sur le dérivé 8 semblant plus marqué (Figure 66). Ceci semble 
indiquer un point de cassure au niveau des fosmides G248P85777C9 ou G248P8983A5. Pour 
aller plus loin, une deuxième FISH a été réalisée avec ces deux fosmides marqués 
respectivement en rouge et vert (Figure 67). Le résultat montre deux signaux de fusion 
marquant le chromosome 14 normal et le dérivé 8. Un signal rouge résiduel est retrouvé sur 
le dérivé 14. Ceci prouve une région de cassure située au niveau du fosmide G248P85777C9 
ciblant les régions IGHG1 et IGHG3. 
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Figure 67 : Image de FISH métaphasique avec les fosmides G248P85777C9, G248P8983A5 marqués 

respectivement en rouge et vert. 

A- Représentation schématique à partir du logiciel IGV du locus IGH (en vert) et des fosmides ciblant 

les ƌĠgioŶs ĐoŶstaŶtes d’IGH : G248P85777C9, G248P8983A5 marqués respectivement en rouge et 

vert. 

B- Deux fusions sont observables : l’uŶe suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϭϰ Ŷoƌŵal et l’autƌe suƌ le dĠƌivĠ ϴ. UŶ 
signal rouge résiduel marque le dérivé 14. 

Des expériences de LM-PC‘ oŶt aloƌs ĠtĠ ŵises eŶ œuǀƌe aǀeĐ des aŵoƌĐes ĐiďlaŶt IGHGϭ et 
Ŷ͛aǇaŶt pas peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe le remaniement. 

Une approche par séquençage du génome entier a alors été décidée. Celle-ci a permis de 
mettre en évidence le remaniement entre les chromosomes 8 et 14 avec les points de cassure 
suivants : 

 - Chromosome 14, position 105647500 (Figure 68) 

 - Chromosome 8, position 127196845 (Figure 69) 
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Figure 68 : Visualisation à partir du logiciel IGV des séquences obtenues par séquençage du génome 

entier au niveau du chromosome 14, position 105647500 concernant la patiente n°3. 

Les alignements colorés en gris correspondent aux séquences germinales. Ceux en violet 

représentent les séquences dont le début est aligné sur le chromosome 14 et la fin est située sur le 

chromosome 8. Le tƌait ƌouge ƌepƌĠseŶte le poiŶt de Đassuƌe ideŶtifiĠ au Ŷiveau d’IGH. Il est situé 

Ϯϳϭϭ pď eŶ aŵoŶt d’IGHGϮ. UŶe sĠƋueŶĐe de ϳ nucléotides est commune aux deux chromosomes 

au niveau de la jonction des points de cassure et est encadrée ici en rose. 

 

 
Figure 69 : Visualisation à partir du logiciel IGV des séquences obtenues par séquençage du génome 

entier au niveau du chromosome 8, position 127196845.  

Les alignements colorés en gris correspondent aux séquences germinales. Ceux en orange 

représentent les séquences pour lesquelles le début est aligné sur le chromosome 8 et la fin sur le 

chromosome 14. Le trait rouge représente la fin de lecture des séquences correspondant au 

remaniement au niveau du chromosome 8. Une séquence de 7 nucléotides est commune aux deux 

chromosomes au niveau de la jonction des points de cassure et est encadrée ici en rose. Le 

remaniement touche le gène CASC19 au niveau du chromosome 8. 
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A partir de ces résultats, nous avons récupéré les séquences concernées. La séquence 
identifiée concernant le der(8)(t(8;14)) est la suivante : 

ATTAAAGTCCTGGGTGCAGCTCCTGGCACATGACATGGCCCACAAGGTAGTAGTTCTGAGTACCCTT
GCCTATCAGTGGTGCTGGGTCAGCTCCCTGAACGCACGGAGCCTCACCCCTCCCCTCGCCCCAGGCCT
GCTGCACTCTGGGCCTTTCTGGGCCTCCCTGGACTCTTCCCTCCTCCCATCTGTGCACTCAGCACAGCT
CTCCCCTCCACTCCGCTGCTGA 

avec en bleu la séquence issue du chromosome 8, en vert une séquence de transition 
commune aux deux chromosomes et en rouge la séquence issue du chromosome 14. 

 

 

Figure 70 : Séquence sens obtenue par séquençage Sanger pour le der(8)t(8;14). 

Ce résultat a été confirmé par séquençage Sanger. Seule la séquence sens est exploitable. En 
aŶtiseŶs, la pƌĠseŶĐe d͛uŶe ƌĠgioŶ ƌĠpĠtĠe ;CCCCTCCCCTͿ eŶtƌaîŶe uŶ aƌƌġt pƌĠŵatuƌĠ de la 
séquence. 

Ce point de cassure ne permet de mettre en évidence que le dérivé 8. La vérification par 
séquence du dérivé 14 issu des mêmes points de Đassuƌe Ŷe peƌŵet pas d͛aŵplifiĐatioŶ. 

 

c- Courte discussion 

Les résultats ont permis de mettre en évidence les points de cassure concernant la 
tƌaŶsloĐatioŶ eŶtƌe les Đhƌoŵosoŵes ϴ et ϭϰ. Le segŵeŶt IGH iŵpliƋuĠ est IGHGϮ d͛apƌğs le 
séquençage du génome entier. Ce résultat est discordant avec le résultat obtenu par FISH qui 
iŶdiƋuait uŶ poiŶt de Đassuƌe au Ŷiǀeau d͛IGHG3. Il se peut, étant donnée la grande similarité 
eŶtƌe Đes ƌĠgioŶs, Ƌu͛il Ǉ ait uŶe hǇďƌidatioŶ ŶoŶ spĠĐifiƋue de la soŶde de FISH ;fosŵide). 

Le point de cassure au niveau du chromosome 8 se situe dans le gène CASC19 (pour Cancer 
Susceptibility 19), environ 538 kb en amont du gène MYC. La FISH réalisée avec la sonde MYC 
Dako aurait donc dû montrer une délocalisation du signal entier sur le chromosome 14. 
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Cependant, une seule mitose exploitable avait été visualisée et était normale. Il se peut que 
Đette ŵitose Ŷ͛ait pas ĠtĠ poƌteuse de la tƌaŶsloĐatioŶ. Les ƌĠsultats de FISH iŶteƌphasiƋue 
soŶt Đoŵpatiďles aǀeĐ le poiŶt de Đassuƌe ƌetƌouǀĠ, Ŷ͛entraînant pas de séparation du signal. 
Les ƌĠsultats Ŷ͛aǀaieŶt pas ĠtĠ photogƌaphiĠs eŶ ϮϬϭϮ et Ŷ͛oŶt pas ĠtĠ ƌepƌoduits aǀeĐ la 
sonde DAKO. La sonde actuellement utilisée au laboratoire pour le locus MYC est la sonde 
Metasystem (Figure 36). Elle montre une séparation du signal (Figure 71). Cette sonde est 
constituée de 2 signaux vert et rouge plus espacés que la sonde DAKO et permet la détection 
d͛uŶ plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe de ƌeŵaŶieŵeŶt iŵpliƋuaŶt le loĐus ϴƋϮϰ, ŵais ĐeƌtaiŶs peuǀeŶt Ŷe 
pas impliquer MYC, comme dans notre cas. C͛est le Đas paƌ eǆeŵple des tƌaŶsloĐatioŶs 
impliquant PVT1 (pour Plasmocytoma Variant Translocation gene 1), situé environ 52 kb en 
aval de MYC, et décrit dans des translocations variantes dans le lymphome de Burkitt623. 

 
Figure 71 : Image de FISH métaphasique avec la sonde MYC Metasystem pour la patiente n°3. 

On observe une fusion sur un chromosome 8 normal, un signal rouge sur le dérivé 8 et un signal vert 

sur le dérivé 14. 

Paƌ sĠƋueŶçage du gĠŶoŵe eŶtieƌ, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pu ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe Ƌue le dĠƌiǀĠ ϴ. Le 
dĠƌiǀĠ ϭϰ Ŷ͛a pu ġtƌe ǀisualisĠ. Le dĠƌiǀĠ ϴ oďteŶu peƌŵet la dĠloĐalisatioŶ d͛ĠlĠŵeŶts 
ƌĠgulateuƌs issus d͛IGH : la ϯ͛‘‘ϭ et Eµ (Figure 72). CeĐi peut doŶĐ ġtƌe à l͛oƌigiŶe de la 
dérégulation de potentiels oncogènes au niveau du dérivé 8. 
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Figure 72 : Schéma représentant la translocation entre les bras long des chromosomes 8 et 14, ainsi 

que le dérivé 8 obtenu pour la patiente n°3.  

Les ĠlĠŵeŶts ƌĠgulateuƌs, eŶhaŶĐeƌs et ϯ’RR, soŶt ƌepƌĠseŶtaŶt eŶ ĐaƌƌĠs ďleus et violets 
respectivement. 

 

Le dérivé 14, bien que non identifié, est ĠgaleŵeŶt susĐeptiďle d͛eŶtƌaîŶeƌ la dĠƌĠgulatioŶ 
d͛oŶĐogğŶes ǀia la ϯ͛‘‘Ϯ et ϯ͛EH. UŶe aŶalǇse plus appƌofoŶdie des ƌĠsultats oďteŶus paƌ 
sĠƋueŶçage du gĠŶoŵe eŶtieƌ est susĐeptiďle de peƌŵettƌe d͛ideŶtifieƌ le dĠƌiǀĠ ϭϰ. Nous 
allons également réaliser de la FISH à façon en ciblant CASC19 afin de visualiser le 
réarrangement et éventuellement de voir si le dérivé 14 contient une partie de ce gène. Enfin, 
une analyse par RNA-SeƋ est pƌĠǀue afiŶ d͛Ġtudieƌ les ĠǀeŶtuelles dĠƌĠgulatioŶs d͛eǆpƌessioŶ 
génique au niveau de la région 8q24.  

Le mécanisme de survenue de la translocation est très probablement médié par AID au cours 
de la recombinaison de classe. En effet, le point de cassure au niveau du chromosome 14 
touche la région switch IGHG2.  

Concernant CASC19, il s͛agit d͛uŶ lŶĐ‘NA. Le poiŶt de Đassuƌe est situĠ au Ŷiǀeau de l͛iŶtƌoŶ ϭ 
(le plus long), le gène étant constitué de 3 exons. Une hyperexpression de ce gène a été décrite 
dans le cancer colorectal624,625. Des essais in vitro montrent que son extinction entraîne une 
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inhibition de la migration cellulaire624. De plus, son expression est associée à la taille de la 
tumeur, la présence de métastases ganglionnaires et à distance, suggérant un rôle de CASC19 
dans la survenue de métastases624. 

 

 


