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I. AVANT-PROPOS 
 

 Les hémopathies malignes humaines, qui  sont des proliférations cancéreuses touchant 

les adultes et les enfants,  sont des maladies graves, dont l‟issu, jusqu‟au milieu du 20
e
 siècle, 

conduisait inévitablement à la mort. Ce 20
e
 siècle a vu l‟amélioration spectaculaire du 

pronostic effroyable de ces maladies, avec l‟allongement de la survie des patients et 

l‟obtention de guérisons. Ces progrès sont le fruit d‟un travail colossal de nos ainés médecins 

et scientifiques. La première tâche, avant l‟ère de la guérison,  a été de mener une approche 

nosologique rigoureuse, permettant une description clinique et biologique  des maladies 

hématologiques. Le développement et la disponibilité d‟agents pharmacologiques 

anticancéreux ont permis au travers des études de recherches cliniques, l‟apprentissage des 

polychimiothérapies. La recherche scientifique s‟est parallèlement développée, permettant 

une meilleure connaissance de la biologie du vivant et offrant des outils de caractérisation 

complémentaires, en particulier cytogénétique, moléculaire et immunologique. Ces outils ont 

permis d‟identifier plus précisément ces maladies, d‟élaborer des stratégies de traitement, 

intégrant des critères de gravité, et de formuler des hypothèses sur les mécanismes de 

cancérogénèse, dans le but d‟identifier des thérapeutiques nouvelles. 

 Le fruit de cette recherche collaborative, unissant les connaissances médicales et 

scientifiques,  a conduit à un enrichissement minutieux, rigoureux, pas-à-pas, d‟une meilleure 

connaissance de la vie cellulaire et des pathologies humaines. L‟un des exemples les plus 

parlants en hématologie maligne est celui de la leucémie myéloïde chronique (voir pour revue 

(Clarkson et al., 2003)). Sa première description clinique remonte à 1845. Le chromosome 

« Philadelphie » est décrit en 1960. Dix années plus tard, on identifie qu‟il s‟agit d‟un 

chromosome 22 remanié, puis secondairement, est décrite la translocation réciproque t(9 ;22). 

La caractérisation moléculaire de cette translocation a identifié une fusion entre les gènes 

BCR et ABL, exprimant un transcrit de fusion, codant pour une protéine chimérique, à activité 

tyrosine kinase constitutive. L‟activation de cette tyrosine kinase va déréguler différentes 

cibles cellulaires associées à la prolifération et la survie, induisant les manifestations cliniques 

et biologiques de la maladie.   La mise au point d‟un inhibiteur spécifique de cette protéine de 

fusion, l‟imatinib a révolutionné le pronostic de cette maladie et l‟approche thérapeutique des 

hémopathies malignes. 

 Le but de ce travail collaboratif de recherche, au sein de l‟unité INSERM EMI0210, 

est de participer, au travers de l‟étude d‟anomalies cytogénétiques récurrentes dans les 
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hémopathies malignes, à l‟identification de mécanismes clés de la transformation leucémique, 

permettant un jour, par des thérapeutiques ciblées, comme l‟imatinib dans la LMC, 

d‟améliorer le pronostic des formes graves ou réfractaires d‟hémopathies malignes. 

 Après un rappel de l‟hématopoïèse physiologique, une description des hémopathies 

malignes humaines et des mécanismes oncogénétiques de transformation leucémique, seront 

présentés les résultats de mon travail de thèse, s‟intéressant aux remaniements d‟un gène à 

multipartenaires, le gène NUP98, impliqués de manière récurrente dans les hémopathies 

malignes humaines. 
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II. INTRODUCTION 

A. L’hématopoïèse 

1. Généralités 

  

 L‟hématopoïèse est le processus physiologique de différenciation cellulaire, 

conduisant à la production des différents éléments matures du sang circulant, indispensables à 

la vie des organismes complexes multicellulaires. Son but est d‟aboutir à la production de 

cellules hautement spécialisées, aux fonctions diverses, afin de garantir les fonctions de 

respiration cellulaire par les globules rouges, de coagulation par les plaquettes et d‟immunité 

par les leucocytes. L‟hématopoïèse se met en place précocement dès la vie embryonnaire et 

doit assurer continuellement l‟entretien et le renouvellement des différentes populations 

cellulaires tout au long de la vie de l‟individu. Chez l‟adulte, elle doit assurer le maintien d‟un 

pool cellulaire d‟environ 10
12 

cellules / jour. Cette impressionnante production de cellules, 

environ 4.10
16

 sur une vie, est possible grâce à la prolifération et à la différenciation des 

progéniteurs communs, issus eux-mêmes des cellules souches hématopoïétiques (Rufer et al., 

1999).  

 

 Cette différenciation hématopoïétique est un processus régulé, pyramidal et 

hiérarchique  de maturation des cellules sanguines. Le sommet est représenté par la cellule 

souche hématopoïétique (CSH), et la base est représentée par les cellules fonctionnelles 

matures. Les CSH possèdent la capacité d‟autorenouvellement et de multipotence leur 

permettant de générer toutes les lignées du système hématopoïétique. Au cours de cette 

différenciation pyramidale, les CSH perdent d‟abord leur capacité d‟autorenouvellement, 

s‟engagent vers des cellules multipotentes, les « multi-potent progenitors ou MPP », capables 

de donner des progéniteurs lymphoïdes ou myéloïdes, puis acquièrent leur potentiel de 

différenciation de lignée myéloïde ou lymphoïde, et finalement s‟engagent, pour aboutir à la 

production des cellules fonctionnelles matures terminales. La Figure 1 illustre ce processus 

de différenciation généralement admis, même si cette organisation est régulièrement remise 

en cause. 

  

 Ce processus de maturation hématopoïétique est contrôlé par des acteurs 

intracellulaires (activation/répression séquentielle de facteurs de transcription) et des acteurs 
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extracellulaires présents dans le microenvironnement médullaire (cytokines, molécules 

d‟adhésion…).  

 

 Le phénotype et les propriétés des cellules du système hématopoïétique ont été étudiés 

chez la souris et chez l‟homme, avec leurs particularités respectives d‟espèce (Chao et al., 

2008; Passegue et al., 2003). L‟étude des marqueurs de surface, par cytométrie en flux, 

permet d‟identifier  ces différentes populations, accessibles au tri, et a permis d‟établir leur 

profil transcriptionnel (Figure 1).  

 

 

 

 

 
 

 Figure 1: Différenciation hématopoïétique chez la souris et l'homme d'après (Chao et al., 2008) 

(HSC) hematopoietic stem cell; (CLP) common lymphoid progenitor; (CMP) common myeloid progenitor; 

(MEP) megakaryocyte-erythrocyte progenitor; (GMP) granulocyte-macrophage progenitors; (MkP) 

megakaryocyte progenitor; (EP) erythrocyte progenitor; (GP) granulocyte progenitor; (MacP) macrophage 

progenitor; (DC) dendritic cell; (NK) natural killer; (Lin) lineage markers. 
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2. Cellules souches hématopoïétiques 

 

 Les cellules souches hématopoïétiques sont des cellules multipotentes, capables 

d‟autorenouvellement, de prolifération et différenciation. Elles sont rares et ont comme 

propriété principale, lorsqu‟elles sont greffées dans des animaux irradiés, de reconstituer 

l‟ensemble des lignées du système hématopoïétique. Leur définition obéit donc à des critères 

fonctionnels, mais aussi phénotypiques.  

 Ces cellules, qui apparaissent dès la vie embryonnaire, doivent persister et assurer la 

pérennité de l‟hématopoïèse durant toute la vie. Les travaux expérimentaux d‟étude des CSH,  

chez la souris irradiée, ont mis en évidence l‟existence de deux sous populations : les Long 

Term-HSC (LT-HSC) et les Short Term-HSC (ST-HSC) qui diffèrent par leur capacité à 

reconstituer le système hématopoïétique à long (plus de 6 mois) ou à court terme. Ces deux 

fractions de CSH se distinguent des cellules différenciées par l‟absence d‟expression de 

marqueurs membranaires définissant l‟engagement de lignée (elles sont dites Lineage 

negative ou Lin-), ainsi que l‟expression de marqueurs spécifiques (les LT-HSC sont Lin
-
 

Sca1
+
 c-KIT

+
 CD48

- 
Thy1.1

lo
 FLT3/FLK2

-
 CD34

-
 et les ST-HSC sont Lin

-
 Sca1

+
 c-KIT

+
 

CD48
-
Thy1.1

lo
 FLT3/FLK2

+/- 
CD34

+
 )(Yang et al., 2005).  

 Les CSH murines apparaissent entre les stades E10,5-E11 du développement 

embryonnaire, correspondant à l‟hématopoïèse primitive dans trois régions : le sac vitellin, la 

région aorte-gonade-mesonephros (AGM) et le placenta (pour revue (Dzierzak, 2003)). Ces 

cellules vont migrer dans le foie fœtal (E15) afin de mettre en place l‟hématopoïèse définitive. 

Elles colonisent ensuite le tissu osseux qui restera le site exclusif de l‟hématopoïèse après la 

naissance. 

 La quiescence, l‟autorenouvellement, la prolifération et la différenciation sont 

dépendant d‟un programme génétique complexe, interagissant avec le microenvironnement 

cellulaire, au sein de la niche hématopoïétique.  

 L‟engagement des progéniteurs hématopoïétiques dans la différenciation est 

actuellement admis selon deux modèles : le modèle stochastique, dans lequel un progéniteur 

s‟engage dans une voie de façon aléatoire, avant d‟être sélectionné et amplifié au sein d‟un 

environnement permissif, et le modèle instructif, qui attribue aux facteurs de croissance, aux 

cytokines, aux facteurs de transcription et au microenvironnement un rôle direct dans la 
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différenciation cellulaire. Ces deux modèles ne sont pas exclusifs et semblent coexister dans 

certains systèmes. 

 L‟hématopoïèse normale nécessite des interactions complexes bidirectionnelles entre 

le microenvironnement médullaire (ou niche) et les cellules souches hématopoïétiques. Ces 

interactions sont critiques pour la maintenance de la quiescence et le nombre des CSH 

normales. Des perturbations de ces interactions peuvent influencer l‟autorenouvellement des 

CSH. Cette niche est anatomiquement et fonctionnellement définie comme un compartiment 

endosteal et périvasculaire au sein de la moelle osseuse (Lane et al., 2009).  

 Les propriétés de ces cellules souches diffèrent au cours des différents stades de la vie. 

Les CSH médullaires néo-natales ont une capacité supérieure de reconstitution 

hématopoïétique par rapport aux CSH adultes, cette capacité de donner naissance à des 

progéniteurs primitifs déclinant progressivement avec l‟âge de l‟individu (Brown et al., 2002; 

Rufer et al., 1999). Ces modifications sont sous la dépendance de facteurs génétiques 

(programme d‟expression génique, activité télomérase, altération de l‟ADN, modification 

épigénétique …) et des facteurs extrinsèques du microenvironnement médullaire (Waterstrat 

and Van Zant, 2009). 

 Cette connaissance de la cellule souche hématopoïétique et de son environnement est 

une base essentielle à la réflexion menée pour comprendre les mécanismes de leucémogénèse. 

De ces études, s‟est dégagé le concept de cellules souches leucémiques, dont les propriétés 

fonctionnelles, le programme transcriptionnel et les interactions avec le microenvironnement, 

semblent partager de nombreux points communs avec les cellules souches hématopoïétiques 

normales (cf chapitre cellules souches leucémiques).  

3. Programme génétique de la différenciation hématopoïétique 

a) Généralités 

 

 La maturation des précurseurs hématopoïétiques est associée à deux processus 

fondamentaux : d‟une part, la perte de la capacité d‟autorenouvellement des cellules souches, 

d‟autre part, l‟engagement de certaines d‟entre elles vers des voies de différenciation de plus 

en plus restreintes (progéniteurs, précurseurs puis cellules différenciées), qui se traduit par 

l‟acquisition de marqueurs spécifiques de lignées. 

 Ces processus réciproques sont contrôlés par un programme génétique, dans lequel 

lorsque la cellule souche se destine à la différenciation, les gènes qui maintiennent 
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l‟autorenouvellement sont inhibés, alors que les gènes de la différenciation sont activés 

(Figure 2).   

 Par exemple, dans la différenciation myéloïde, l‟approche expérimentale, par 

l‟utilisation de modèles murins d‟invalidation ou d‟hyperexpression génique, a permis 

d‟identifier un nombre restreint de facteurs de transcription majeurs, parmi lesquels PU.1, 

CAAT/enhancer binding proteins (C/EBPα, C/EBPβ, C/EBPε), growth-factor independant 1 

(GFI1), interferon-regulatory factor 8 (IRF8), GATA-1 et au niveau des cellules souches, 

runt-related transcription factor 1 (RUNX1), stem-cell leukemia factor (SCL), GATA-2 et 

d‟autres facteurs, JUNB, Ikaros, MYC, SRF et HMGB3 (Akashi et al., 2000; Fujiwara et al., 

1996; McDevitt et al., 1997; Nemeth et al., 2005; Nemeth et al., 2003; Nemeth et al., 2006; 

Ragu, 2009; Rosenbauer and Tenen, 2007; Shivdasani et al., 1997; Tsai et al., 1994) (Tableau 

1).  

 

Figure 2: Activation séquentielle des facteurs de transcription dans la différenciation myéloïde. 

Les barres jaunes indiquent l‟expression du gène au cours de la différenciation lignage-spécifique. Figure 

modifiée, d‟après (Rosenbauer and Tenen, 2007). 
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Tableau 1 : Phénotypes des souris invalidés pour des facteurs de transcription spécifiques de 

lignée impliqués dans la maturation myéloïde, modifié d‟après (Rosenbauer and Tenen, 2007)  

 

b) Gènes HOX et hématopoïèse 

 

Généralités 

 Dans le programme génétique qui dirige l‟hématopoïèse, se distingue le système des 

gènes homéotiques ou gènes HOX (Hox chez la souris et HOM chez la drosophile), dont 

l‟expression est retrouvée dérégulée dans plus de 50% des hémopathies malignes myéloïdes et 

lymphoïdes, en particulier dans celles associées aux remaniements du gène NUP98. Ce 

système génique est conservé du nématode aux mammifères et a été étudié dans un premier 

temps chez la drosophile. Dans cette espèce, il est composé de 8 gènes regroupés (« cluster ») 

dans moins de 100 kb.  

Facteur de 

transcription
Site d'expression 

Phénotype hématologique  chez les souris KnockOut (KO), 

KnockIn (KI) et KnockOut conditionnels (c-KO)

 C/EBPα Cellules hématopoïétiques (CSH, CMP, CLP, GMP, 

granulocytes), foie, tissu adipeux

KO: manque de GMP et de granuleux; défaut de monocytes; 

augmentation des cellules myéloïdes immatures                                                                                                

c-KO: même profil que KO et augmentation de l'auto-

renouvellement des CSH

 C/EBPε Préférentiellement cellules myéloïdes et lymphoïdes KO: anomalie de maturation granuleuse tardive, blocage dans le 

développement éosinophiles, fonction macrophagique 

déficiente.

 GATA 1 Cellules hématopoïétiques (CSH, précurseurs 

érythroïdes)

KO: létal avec anémie sévère et anomalies de la maturation de 

la lignée mégacaryocytaire 

 GATA 2 CSH, cellules souches embryonnaires non 

hématopoïétiques, bronche, prostate

KO: létal avec anémie sévère 

 GFI1  Cellules sensorielles épithéliales de l'oreille interne, 

cellules neuroendocrine des bronches, neutrophiles, 

cellules B et T, CSH

KO: réduction en progéniteurs lymphoïdes précoces, blocage 

complet de la maturation granuleuse tardive, déficit en CSH.

HMGB3 Embyogénèse murine, CSH, GMP, CMP KI: blocage de différenciation lymphoïde B et myéloïde                    

KO: diminution des CLP et CMP, sans anomalie différenciation 

terminale sauf une augmentation des cellules érythroïdes

 IRF8  Cellules hématopoïétiques (cellules B, macrophages, 

cellules dendritiques, cellules T stimulées)

KO: augmentation de la susceptibilité aux infection virales, 

augmentation des cellules granuleuses, maladie proche des 

leucémies myéloïdes chroniques.

 PU.1  Cellules hématopoïétiques (CSH, CMP, CLP, GMP, 

monocytes, granulocytes, cellules B)

KO: manque de cellules matures myéloïdes et cellules B                                              

c-KO: blocage avant les stades CMP et CLP, augmentation de la 

granulopoïèse, déficit en CSH

 SCL  Cellules hématopoïétiques (hémanglioblastes, CSH, 

progéniteurs multipotents, érythrocytes, 

mégacaryocytes et cellules mastoïdes), cellules 

endothéliales, tissu cérébral

KO: absence complète de sac jaune hématopoïétique, défaut 

d'angiogénèse                                                                                                       

c-KO: diminution des érythrocytes et des mégacaryocytes, 

défaut en ST-HSC et LT-HSC

SRF Embryogénèse murine précoce, muscle, cellules 

hématopoïétiques

KO: létal                                                                                                                   

c-KO: thrombopénie sévère, diminution lymphocytes circulants, 

augmentation des cellules granulocytaires dans la MO et dans la 

rate; augmentation des CSH et progéniteurs

Cellules hématopoïétiques, tissu nerveux, muscle 

squelettique, tissu reproductif

KO: défaut de toute l'hématopoïèse définitive                                                  

c-KO: troubles de la maturation mégacaryocytaire, déficit de 

développement des cellules B et T, prolifération myéloïde

 RUNX1  
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 Ces gènes codent pour des facteurs de transcription à homéodomaine (HD), qui 

contiennent un domaine hélice-boucle-hélice de 61 AA de liaison à l‟ADN. Les séquences 

bordant l‟HD influencent la spécificité, en coordonnant l‟interaction avec les protéines 

cofacteurs, modifiant ainsi les propriétés de liaison à l‟ADN (Owens and Hawley, 2002). 

L‟HD définit la famille des gènes à homéoboite (ou homeobox). Les gènes homéotiques ne 

sont qu‟un sous-ensemble des gènes à homeobox définis essentiellement par leur organisation 

spatiale (regroupés) et leur fonction. Par un système d‟expression durant le développement 

embryonnaire, dit de colinéarité temporo-spatiale (les gènes centromériques s‟expriment les 

premiers et dans les segments antérieurs, ceux en position télomérique s‟exprimant en 

dernier), ils déterminent la différenciation des métamères. Les mutations dites homéotiques 

sont celles où un segment (ou métamère) est remplacé par un autre. C‟est le cas des 

drosophiles ayant deux paires d‟ailes ou des pattes à la place des antennes. Il s‟agit donc d‟un 

système génique pour lequel le mode d‟activation dans une cellule (selon sa position sur l‟axe 

antéropostérieur) au cours du développement va déterminer sa différenciation. Chez les 

mammifères, et chez l‟homme en particulier, les HOX sont au nombre de 39, issus de 

duplication génique durant l‟évolution. Ils sont regroupés sur 4 chromosomes : en 7p15.2 pour 

les 11 gènes du complexe HOX-A, en 17q21.32 pour les 9 gènes du complexe HOX-B, en 

12q13.13 pour les 10 gènes du complexe HOX-C et sur la bande 2q31.1 pour les 9 gènes du 

complexe HOX-D (Figure 3). Les gènes ayant une communauté de structure sont dits 

paralogues. L‟organisation des gènes paralogues respecte le principe de colinéarité temporo-

spatiale.  

 Les HOX ont la même fonction et le même type d‟activation que chez la drosophile. 

Outre leur rôle dans le développement précoce, ils interviennent de façon déterminante dans 

l‟hématopoïèse.  

Expression des HOX dans les progéniteurs et cellules souches hématopoïétiques. 

 Les gènes HOX sont préférentiellement exprimés dans les populations enrichies en 

cellules souches hématopoïétiques et les compartiments des progéniteurs, et sont réprimés 

durant la différenciation et la maturation. Leur rôle, dans l‟hématopoïèse normale, a largement 

été exploré dans des modèles expérimentaux d‟hyperexpression, par vecteurs rétroviraux sur 

moelle osseuse de souris, foie fœtal ou sang de cordon placentaire humain, et par transgénèse 

de type « Knock out » ou « Knock in » chez la souris. L‟ensemble des études a suggéré le rôle 

important des Hox sur la prolifération et la différenciation durant l‟hématopoïèse (Figure 3).  
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Figure 3 : Organisation du cluster des gènes HOX ,  d‟après (Argiropoulos and Humphries, 2007). 

Les 4 clusters, contenant de 8 à 11 gènes, sont représentés. Les différents gènes sont alignés dans leur groupe 

paralogue, dont la couleur est associée à l‟homologie de leur séquence Homéobox avec les gènes Hom-C de  la 

drosophile. Les encadrés résument les principaux phénotypes hématopoïétiques rapportés par la surexpression 

des différents gènes et les parenthèses situées sous les gènes ou groupes de gènes, résument les effets des 

modèles de Knock out. Les HOX remaniés en pathologie humaine avec le gène NUP98 sont surmontés de 

l‟indication « Nup98 » (à l‟exception de HOXB3, modèle expérimental murin). BFUE, erythroid burst-forming 

unit; CFU-GM, granulocyte/macrophage colony-forming unit; EPs, erythroid progenitors; LL AML, long 

latency acute myeloid leukemia; MEP, erythroid/megakaryocytic progenitors; MKs, megakaryocytes; MPs, 

myeloid progenitors; MPD, myeloproliferative disorder. 
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Les modèles de KO ont démontré que les gènes Hoxb3 et Hoxb4 étaient impliqués dans 

l‟autorenouvellement des CSH, sans être nécessaires, suggérant que la perte d‟expression 

pouvait être compensée par d‟autres gènes Hox. Ainsi, le KO Hoxb1-Hoxb9
-/-

, montre-t-il que 

le cluster Hoxb n‟est pas indispensable pour l‟hématopoïèse normale. L‟étude du profil 

d‟expression des cellules c-kit
+
 du foie fœtal des souris KO Hoxb1-Hoxb9

-/-
 révèle une hyper-

expression de trois gènes Hoxc incluant le gène Hoxc4, paralogue du gène Hoxb4. Ce résultat 

confirme l‟hypothèse d‟une compensation et d‟une régulation croisée des gènes du cluster 

Hox (Bijl et al., 2006).     

L‟expression des gènes Hox intervient dans le maintien, l‟autorenouvellement et le destin des 

cellules souches hématopoïétiques, ainsi que dans la différenciation myéloïde et lymphoïde B 

(Sauvageau et al., 1994). L‟étude de l‟hyper-expression du gène Hoxb4 montre que son 

activation est parmi les plus importants stimulants de l‟expansion in vitro et in vivo des CSH, 

par sa capacité à entretenir l‟autorenouvellement symétrique des CSH. Cet effet semble 

modulé par la régulation négative de PBX1, l‟un des cofacteurs des gènes HOX (Cellot et al., 

2007). 

Contrôle de l’expression des gènes HOX 

 Les protéines HOX lient des sites d‟ADN in vitro avec une certaine sélectivité. Les 

protéines TALE (three-amino-acid-loop-extension), PBX1 et MEIS1, sont des  cofacteurs des 

HOX, interagissant directement avec les protéines HOX, en augmentant leur spécificité et leur 

affinité de liaison à l‟ADN, ainsi qu‟en modifiant leurs propriétés trans-régulatrices (Moens 

and Selleri, 2006). En général, les protéines HOX des groupes paralogues 1 à 10 interagissent 

physiquement avec PBX1, alors que les groupes paralogues 9 à 13 interagissent avec MEIS1 

(Shen et al., 1997). Ainsi, une perte de fonction des cofacteurs HOX pourrait ainsi entrainer 

de multiples interruptions des voies de signalisation dépendantes des HOX. De plus, les 

invalidations de Pbx1 et Meis1 sont, lors du développement embryologique, létales et 

génèrent les mêmes défauts de cellules souches hématopoïétiques, que ceux observés dans les 

modèles murins de Knock Out Hox, indiquant leur rôle dans la prolifération et l‟auto 

renouvellement des CSH (DiMartino et al., 2001; Hisa et al., 2004).   

 Différents mécanismes épigénétiques contrôlent le maintien de l‟expression ou 

l‟extinction de l‟expression des gènes homéotiques dans certains types cellulaires. Ils sont 

principalement contrôlés par le gène MLL (Mixed Lineage Leukemia), qui code pour une 

protéine de la famille Trithorax et par les gènes de la famille des Polycomb, dont le gène 
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BMI1, par l‟intermédiaire de la méthylation de lysines situées sur les queues de l‟histone H3 
1
   

(Guenther et al., 2005; Schuettengruber et al., 2007). D‟autre part, la découverte chez la 

souris, du microARN miR-196b localisé entre les gènes homéotiques Hox-a9 et Hox-a10, et 

du microARN miR-196a-1 localisé entre Hox-b9 et Hox-b1, réprimant respectivement 

l‟expression d‟Hox-a7 et Hox-b8, révèle un nouveau degré de complexité à cette régulation 

(Lemons and McGinnis, 2006). 

 Les gènes du programme génétique de l‟hématopoïèse, intervenant dans les processus 

de différenciation et de multiplication cellulaire des cellules souches, des progéniteurs et des 

précurseurs hématopoïétiques, vont être retrouvés très fréquemment impliqués dans les 

processus moléculaires de la leucémogénèse.  

  

                                                 

1
 MLL se fixe près des régions promotrices des gènes activement transcrits, en particulier des gènes HOXA1, A7, 

A9, A11 et A13, et catalyse par l‟intermédiaire de son domaine SET la triméthylation de la lysine 4 de l‟histone 

H3 (H3K4), ce qui maintient la chromatine dans une configuration ouverte. À l‟inverse les protéines polycomb, 

par l‟intermédiaire de leur domaine SET catalyse la triméthylation de H3K27 générant alors une configuration 

fermée de la chromatine.   
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B. Les leucémies aigües 

 

 L‟hématopoïèse normale est un processus physiologique complexe, faisant intervenir 

de multiples facteurs génétiques dont la régulation semble à la fois extraordinairement 

compliquée et ordonnée. A l‟opposé, l‟hématopoïèse pathologique, représentée par les 

leucémies aigües,  sera considérée comme l‟expression d‟une dérégulation des acteurs 

génétiques clés de l‟hématopoïèse normale. 

 Bien avant de parvenir à l‟approche génétique de l‟hématopoïèse, les connaissances en 

hématologie se sont d‟abord nourries de l‟identification de grands tableaux nosologiques, dont 

la médecine s‟est enrichie au cours du 19
e
, avec la description des premiers tableaux 

syndromiques, que l‟on a pu rattacher secondairement aux leucémies aigües.   

 Les améliorations technologiques du 20
e
 siècle ont révolutionné les connaissances de 

la biologie du vivant et permis une description, sans cesse plus précise, des leucémies aigües, 

proliférations clonales de cellules cancéreuses se développant aux dépens du système 

hématopoïétique.  Deux groupes de leucémies aigües se sont rapidement dégagés, les formes 

myéloïdes et les formes lymphoïdes, posant la base des réflexions étio-pathogéniques et 

thérapeutiques. 

 Aujourd‟hui encore, l‟avancée des connaissances biologiques, a permis d‟identifier un 

ensemble de maladies hétérogènes, dont les études minutieuses permettent d‟améliorer les 

connaissances de l‟hématopoïèse normale, d‟identifier de grands mécanismes de 

transformation leucémique  et à terme de dégager peut-être une ou des grandes cibles de 

régulation cellulaire, lesquelles pourront conduire à classer ces maladies sous un autre angle 

nosologique et offriront des cibles thérapeutiques nouvelles. 

1. Historique 

 La première description clinique de la maladie, évoquant la leucémie, date de 1827, 

par le français Alfred Velpeau, qui réalise l‟autopsie d‟un homme décédé  d‟un tableau 

associant fièvre, fatigue, hépatomégalie, splénomégalie de 4,5 kg et un sang d‟aspect 

blanchâtre.  C‟est en 1845, qu‟une série d‟autopsies, conduite par l‟écossais John Hugues 

Benett, confirme ce même tableau, et utilise alors le terme de « leucocythemia ». En 1856, 

l‟allemand Rudolf Virchow identifie, grâce au microscope à lumière, l‟excès de leucocytes 

chez les patients décrits par Velpeau et Benett. Il utilisa alors le terme de « leukemia », des 
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mots grecs « leucos » et « heima », signifiant « sang blanc ». En 1877, Paul Ehrlich, 

scientifique allemand, développe la technique du frottis sanguin, permettant de décrire les 

globules blancs normaux et pathologiques. Le terme de « leucémie aigüe » est introduit en 

1889, par Wilhelm Ebstein, médecin allemand, pour différencier les leucémies rapidement 

progressives et fatales des formes chroniques plus indolentes. Le terme « myéloïde », du grec 

« myelos » signifiant « moelle », est employé en 1869 par Neumann, qui est le premier à 

reconnaitre que les globules blancs sont fabriqués dans la moelle osseuse, par opposition à la 

rate. Les techniques d‟examen de la moelle osseuse permettent la description biologique de la 

leucémie en 1879, par Mosler. Enfin, c‟est en 1900, que le « myéloblaste », cellule maligne de 

la leucémie aigüe myéloblastique, est caractérisé par Naegeli, qui divise alors les leucémies en 

forme myéloïde et lymphocytique.  

2. Classification des hémopathies malignes humaines 

 Outre le cadre nosologique descriptif de maladies hématologiques, la nécessité d‟une 

nosographie précise est apparue au début des années 70, pour uniformiser la nomenclature et 

la classification des leucémies aigües.  

 Le fruit de ce premier travail au sein d‟un groupe international de chercheurs français, 

américains et britanniques a permis d‟élaborer une nouvelle classification des leucémies 

aigües, en comparant les données biologiques, cytologiques et cytochimiques des dossiers 

médicaux de centaines de patients leucémiques. Ce travail a abouti à la classification franco-

américano-britannique (FAB) des leucémies aigües, divisée en deux groupes 

« lymphoblastique » et  « myéloblastique », eux-mêmes sub-divisés respectivement en trois et 

six groupes (Bennett et al., 1976). Cette classification est  toujours utilisée à ce jour.  

 Dans cette même approche, le groupe EGIL (European Group for the Immunological 

Characterization of Leukemias) a proposé une classification immunologique des leucémies, 

permettant notamment, par un système de score, d‟améliorer la classification des leucémies 

mixtes ou bi phénotypiques (Bene et al., 1998; Bene et al., 1999; Bene et al., 1995). 

 Aujourd‟hui, le diagnostic de leucémie aigüe nécessite une approche 

multiparamétrique, dont le but est d‟identifier correctement la maladie (cytologie, cytochimie, 

phénotype immunologique, anomalies cytogénétiques, anomalies récurrentes des gènes de 

fusion, profil d‟expression de transcrits spécifiques) et ainsi de reconnaitre précocement les 

éléments pronostiques défavorables, permettant d‟ajuster la thérapeutique au risque.  
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 L‟Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S) a intégré progressivement l‟ensemble de 

ces données, proposant une classification des hémopathies malignes, dont la dernière mise à 

jour date de 2009 (Vardiman et al., 2009). Cette classification  distingue deux grands types 

d‟hémopathie maligne: 

Les Néoplasies myéloïdes : définissent toutes les maladies développées aux dépens des 

lignées granuleuses (neutrophiles, basophiles, éosinophiles), monocytes-macrophages, 

érythroïde et mégacaryocytaire. On distingue de manière simplifiée : les néoplasies 

myéloprolifératives, caractérisées par une prolifération anormale d‟une ou plusieurs lignées 

myéloïdes. Il s‟agit principalement de la leucémie myéloïde chronique, de la splénomégalie 

myéloïde, de la thrombocythémie essentielle et  de la polyglobulie de Vaquez ; les syndromes 

myélodysplasiques, caractérisés par des anomalies de maturation d‟une ou plusieurs lignées 

myéloïdes, pouvant être associées à des anomalies quantitatives. En l‟absence de traitement, 

ces entités ont un potentiel évolutif en leucémie aigüe myéloblastique. Les leucémies aigües 

myéloblastiques correspondent à des proliférations intra-médullaires de précurseurs 

myéloïdes, responsable d‟une insuffisance médullaire par envahissement, et d‟un passage 

anormal de ces cellules immatures dans le sang périphérique. Il existe des leucémies aiguës 

ambiguës dont les cellules expriment des marqueurs myéloïdes et lymphoïdes.  

Les Néoplasies à précurseurs lymphoïdes :   correspondent à des proliférations de précurseurs 

lymphoïdes B ou T, qui définissent deux types immunophénotypiques (B ou T) et deux 

entités : les lymphomes si la prolifération est limitée à un tissu extramédullaire ; les leucémies 

aiguës à précurseurs lymphoïdes, si l‟envahissement médullaire par les cellules tumorales 

immatures est supérieur à 20%, ou supérieur à 25% s‟il existe une prolifération tissulaire 

extramédullaire associée.    

3. Épidémiologie 

 Les hémopathies malignes représentent environ 7 % des cancers tous âges confondus.  

En 2002, le nombre de nouveaux cas estimé dans le monde était de 750 000 (Ferlay et al., 

2004).  En France, en 2000, on estimait le nombre de cas incidents à un peu moins de 280 000 

cancers. Le nombre de patients diagnostiqués pour une leucémie aigüe était d‟environ 2500 

nouveaux cas, dont environ 450 concernant l‟enfant de moins de 15 ans (Clavel et al., 2004; 

Remontet et al., 2002). 
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 La répartition des leucémies aigües et leur pronostic varient selon l‟âge et le type 

myéloïde et lymphoïde. Chez les enfants (de 1 à 15 ans), 80 % des leucémies aigües sont des 

formes lymphoblastiques, alors que ces maladies sont proportionnellement rares chez l‟adulte. 

Les formes myéloblastiques sont principalement retrouvées à l‟âge adulte. Le pronostic des 

formes pédiatriques diffère fortement du pronostic des formes adultes. La survie à 5 ans, des 

leucémies aigües de l‟enfant (1 à 15 ans), était estimée à 82 % pour les LAL et à 58 % pour 

les LAM à la fin des années 1990, alors que la survie pour les enfants de moins de 1 an est 

respectivement de 48 et 45% (Goubin et al., 2006). Dans les formes de l‟adulte, le pic 

d‟incidence des LAM est à 60 ans et la survie est de 20 à 30 % (Shipley and Butera, 2009) ; la 

survie des LAL est d‟environ 35% (Rowe, 2009). 

 Malgré les progrès constants des polychimiothérapies, la mortalité liée aux leucémies 

ou à leur traitement reste importante, en particulier dans la population adulte. La recherche 

fondamentale, explorant les mécanismes de leucémogénèse, représente un espoir majeur pour 

identifier de nouvelles cibles thérapeutiques, permettant d‟améliorer la survie des patients 

enfants ou adultes atteints de leucémies aigües.  

4. Cellules souches leucémiques 

 La différenciation hématopoïétique est un processus hiérarchique, étroitement régulé à 

chaque étape, depuis la capacité d‟autorenouvellement de la cellule souche hématopoïétique 

jusqu‟aux capacités de différenciation des progéniteurs. Il est ainsi apparu l‟hypothèse qu‟une 

dérégulation de cette homéostasie pourrait être à l‟origine du processus de cancérogénèse.  

 Partant de l‟observation que les cancers sont généralement monoclonaux dans leur 

nature, avec des populations cellulaires hétérogènes à différents degrés de différenciation, il a 

été formulé l‟hypothèse que le cancer pourrait être organisé dans une hiérarchie cellulaire 

similaire à l‟hématopoïèse avec une cellule souche cancéreuse au sommet de cette hiérarchie 

(Chao et al., 2008).  

 Identifier la cellule capable de maintenir le cancer est fondamental, car cette cellule 

souche cancéreuse représente la cible idéale des traitements anticancéreux, pour permettre 

l‟éradication du cancer. 

 Les cellules souches normales et leucémiques partagent certains critères 

phénotypiques (Blair et al., 1998; Bonnet and Dick, 1997; George et al., 2001). La possibilité 

de réaliser des transplantations successives a permis d‟attester des capacités de maintenance, 
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ou d‟autorenouvellement des progéniteurs leucémiques (Hope et al., 2004). Dans le système 

hématopoïétique, l‟expression de l‟oncogène BCR‐ABLp210, sous le contrôle du promoteur 

du gène Sca1, récapitule la leucémie myéloïde chronique avec l‟ensemble de ces éléments 

différenciés et montre, que le potentiel tumorigène est restreint au compartiment cellulaire 

Sca‐1+
 et est absent des cellules plus matures Sca‐1‐ (Perez-Caro et al., 2009).  Très 

récemment, l‟existence d‟une structure hiérarchique au sein de la population pré-leucémique 

(à l‟instar de la structure hiérarchique existante au sein de la population leucémique) a été 

apportée dans le cadre de l‟analyse d‟une leucémie aiguë lymphoblastique B TEL-AML1, 

développée par une fillette, dont la sœur jumelle n‟était pas atteinte. Cette étude a permis 

d‟identifier chez les deux fillettes, jumelles monozygotes monochorioniques, une population 

de cellules pré‐leucémiques d‟immunophénotype CD34
+
CD38

–/low
CD19

+
, présentant des 

capacités d‟autorenouvellement et un profil d‟expression génique évoquant celui des CSH, 

capables d‟initier et de maintenir un état pré‐leucémique in vivo en souris NOD/SCID, et de 

fournir des cellules plus matures (Hong et al., 2008). La fonction des cellules souches 

normales et leucémiques semble régulée par des déterminants communs. Par exemple, la 

fonction de Bmi1, impliqué dans l'autorenouvellement des cellules souches hématopoïétiques 

embryonnaires et adultes, est conservée dans les cellules souches leucémiques (CSL), 

(Lessard and Sauvageau, 2003a; Lessard and Sauvageau, 2003b). L‟expression d‟un certain 

nombre de gènes HOX, dans les CSL, rappelle le profil d‟expression de ces gènes dans les 

CSH normales (Abramovich and Humphries, 2005).  

 Le modèle de la LMC (associée à la translocation t (9;22) et au gène de fusion BCR-

ABL) montre qu‟un événement oncogénétique bien caractérisé peut atteindre la CSH normale 

et engendrer une hémopathie (Jamieson et al., 2004b; Passegue et al., 2003; Satoh and Ogata, 

2006). La comparaison du profil d‟expression génique, de progéniteurs leucémiques et 

normaux partageant un même phénotype, fournit également des arguments sur la « 

leucémisation » de cellules souches normales (Beachy et al., 2004; Gal et al., 2006). 

Néanmoins, l„évolution de la LMC, de sa phase chronique vers sa phase aiguë, constitue 

l‟exemple d‟un événement moléculaire affectant un progéniteur en aval de la CSH, et 

conduisant à la ré‐acquisition d‟un élément du phénotype des CSH : l‟autorenouvellement 

(Jamieson et al., 2004a). D‟autres anomalies moléculaires (comme l‟expression des protéines 

de fusion MLL‐ELL et MLL-GAS7) peuvent induire des caractéristiques de cellules souches 

dans des progéniteurs situés en aval dans la hiérarchie de l‟hématopoïèse (Cozzio et al., 

2003). Il est probable, que la nature de l‟événement oncogénique initial, soit primordiale dans 
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les conséquences fonctionnelles sur la population cible, et que certains événements 

oncogéniques, mais pas tous (pour exemple la fusion MLL-ENL (So et al., 2003a)), puissent 

«rétablir» des caractères souches dans une population de progéniteurs (Cozzio et al., 2003; 

Krivtsov et al., 2006; Somervaille and Cleary, 2006). Plus récemment, Somervaille et al 

démontrent que les CSL MLL des leucémies myéloblastiques sont directement situées en aval 

des progéniteurs myéloïdes, occupant le sommet de la hiérarchie des cellules leucémiques, et 

qu‟ils maintiennent un état d‟autorenouvellement par un programme génétique, plus 

semblable aux cellules souches embryonnaires, qu‟aux cellules souches adultes (Somervaille 

et al., 2009).   

 Comme dans d‟autres modèles de relations hôte‐tumeur, la leucémogénèse implique 

aussi une dérégulation des interactions entre la CSH normale et son microenvironnement 

physiologique, la niche hématopoïétique (Clarke and Fuller, 2006; Lane et al., 2009). 

L‟invalidation du gène Rb dans le microenvironnement conduit à la disparition des niches 

ostéoblastiques, l‟apparition d‟une hématopoïèse extramédullaire dans la rate et le foie, 

perturbe l‟équilibre entre autorenouvellement et différenciation des CSH et finalement 

autorise le développement d‟un syndrome myéloprolifératif (SMP) (Walkley et al., 2007b). 

De même, une perte de fonction de RARα dans la niche conduit au développement d‟un SMP 

(Walkley et al., 2007a). Par ailleurs, l‟influence de l‟environnement cellulaire (contexte 

myéloïde ou lymphoïde), sur le devenir de cellules CD34
+
 exprimant la protéine de fusion 

MLL‐AF9 et la nature des leucémies développées après transferts adoptifs en souris 

immunodéficientes, a été établie par le groupe de James C. Mulloy (Wei et al., 2008). Ces 

trois études montrent qu‟un processus de transformation peut survenir ou être influencé 

dans/par un environnement physiologique perturbé, et ne pas être uniquement la conséquence 

des anomalies moléculaires affectant les cellules hématopoïétiques. La prise en compte de 

cette interaction des CSL avec la niche fait l‟objet de réflexions sur la mise au point de 

thérapeutiques spécifiques (voir pour revue (Lane et al., 2009)).  
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C. Anomalies génétiques dans les hémopathies malignes. 

 

 L‟identification des anomalies clonales récurrentes, présentes dans les hémopathies 

malignes, par l‟analyse systématique des caryotypes médullaires des leucémies aigües, a 

permis d‟apporter deux types d‟information : en clinique, identifier des marqueurs spécifiques 

ou pronostiques dans certaines hémopathies malignes ; en recherche, identifier des gènes 

importants dans l‟hématopoïèse et décrypter des grandes voies ou mécanismes, impliqués 

dans la leucémogénèse. 

1. De la cytogénétique à la biologie moléculaire 

 Les anomalies cytogénétiques et moléculaires récurrentes, recensées dans les 

hémopathies malignes,  ont été caractérisées progressivement, au fur et à mesure de la mise au 

point des différentes techniques diagnostiques. 

 Le caryotype normal avec la description d‟une cellule humaine à 46 chromosomes a 

été établi en 1956. En hématologie maligne, la cytogénétique apparait en 1960, avec la mise 

en évidence d‟une anomalie récurrente, le chromosome « Philadelphie », dans la leucémie 

myéloïde chronique par Peter Nowell et David Hungerford. La technique de cytogénétique 

s‟améliore au début des années 1970, avec la mise au point du « banding », permettant de 

préciser les points de cassure sur les différents chromosomes. Le chromosome Philadelphie 

est ainsi identifié en 1970, comme un chromosome 22 remanié, puis secondairement en 1973, 

comme étant une translocation t(9 ;22)(q34 ;q11) (Clarkson et al., 2003).  

 Dans le début des années 1980, la mise au point de la technique de FISH va permettre 

de préciser les anomalies de structure à l‟échelle moléculaire et de caractériser des anomalies 

cytogénétiques cryptiques récurrentes, non visualisables par les techniques de caryotype en 

bandes. Cette technique a permis, par exemple, au début des années 1990, de mettre en 

évidence la translocation cryptique t(12;21)(p13;q22), qui fusionne les gènes ETV6, localisé 

sur le chromosome 12, et RUNX1, localisé sur le chromosome 21. Cette anomalie récurrente 

est fréquente dans les leucémies aigües lymphoblastiques de la lignée B de l‟enfant (Romana 

et al., 1994). 

 La cytogénétique a parfois permis de décrire, à partir d‟une anomalie chromosomique 

rare, un mécanisme oncogénétique fréquent. A titre d‟exemple, la translocation 

t(7 ;9)(q34 ;q34), qui entraine une activation constitutionnelle de Notch1, est présente dans 
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moins de 1% des leucémies aigües lymphoblastiques T (Ellisen et al., 1991; Grabher et al., 

2006). Néanmoins, l‟implication de Notch1 dans l‟oncogenèse lymphoblastique T a été 

largement démontrée ensuite par l‟identification des mutations « gains de fonction », qui sont 

présentes dans 50 % des LAL-T humaines (Weng et al., 2004). 

 Aujourd‟hui, les nouveaux outils d‟analyse génomique plus précis, comme la CGH 

array, permettent d‟observer des déséquilibres génomiques multiples, non visualisés sur un 

caryotype standard, ou en cas d‟échec de cette technique. La CGH array, qui permet une étude 

pangénomique, était initialement utilisée en recherche. Elle commence à trouver une place 

dans la prise en charge clinique des patients. Ainsi, en oncologie pédiatrique, l‟étude des 

déséquilibres génomiques des échantillons tumoraux de neuroblastomes permet d‟établir un 

marqueur pronostique d‟évolution, qui sera à terme intégré dans la stratégie thérapeutique  

(Janoueix-Lerosey et al., 2009). En hématologie maligne, les techniques d‟étude moléculaire 

pangénomique, avec les puces hautes résolutions de type SNP-array, ont récemment permis 

de mettre en évidence le caractère péjoratif des mutations du gène Ikaros, dans les leucémies 

aigües lymphoblastiques de la lignée B (Mullighan et al., 2009).  

2. Anomalies chromosomiques  

 Les anomalies chromosomiques de nombre ou de structure, équilibrées ou 

déséquilibrées ont été les premières à être décrites dans les hémopathies malignes.  

a) Anomalies de structure et recombinaisons géniques 

 L‟analyse cytogénétique des échantillons de cellules cancéreuses, permet de recenser 

actuellement, environ 360 anomalies de structures chromosomiques (majoritairement des 

translocations équilibrées) dans les cancers humains, impliquant 337 gènes différents. La 

majorité de ces anomalies (75%) touche des leucémies aigües, 267 sont décrites dans les 

LAM, 155 dans les LAL. Leur fréquence est de l‟ordre de 20 % des LAM et 15 à 30 % des 

LAL (Mitelman et al., 2007).   

 Une quinzaine de ces anomalies chromosomiques équilibrées  représentent en 

fréquence la majorité des anomalies retrouvées dans les leucémies aigües (Tableau 2). Elles 

sont souvent rapportées à un type particulier de leucémies et certaines d‟entre elles sont 

pathognomiques de la maladie, comme la t(9 ;22), signature cytogénétique de la leucémie 

myéloïde chronique, dans les syndromes myéloïdes chroniques.  
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Réarrangement 
chromosomique équilibré 

Gène de fusion Caractéristiques cliniques 

 t(1;19)(q22;p13)  E2A-PBX1 Leucémies aigües de la lignée B (5 à 6% des LAL de 
l’enfant) 

 t(1;22)(p13;q13)    RBM15–MKL1  
 (OTT-MALL) 

Leucémies aigües mégacaryocytaires du 
nourrisson 

 t(2;5)(p23;q35)    NPM1–ALK   Lymphomes anaplasiques à cellules T de l'enfant 
de l'adolescent 

 t(8;14)(q24;q32)    IGH–MYC   Lymphomes et leucémies de Burkitt; Très 
agressifs, bon pronostic avec chimiothérapie 
intensive 

 t(8;21)(q22;q22)    RUNX1–ETO  Leucémies aigües myéloblastiques, type M2 (dans 
30% des LAM2); bon pronostic 

 t(9;22)(q34;q11)    BCR–ABL1   Leucémies myéloïdes chroniques (90% des cas) ou 
leucémies aigües lymphoblastiques; sensible à 
l'imatinib et autres inhibiteurs de tyrosine kinase 

 11q23 réarrangements  MLL-partenaires Leucémies aigües; dans 70% des leucémies aigües 
lymphoblastiques du nourrisson; mauvais 
pronostic 

 t(12;21)(p13;q22)    ETV6–RUNX1  
 (TEL-AML1) 

Leucémies aigües lymphoblastiques de la lignée B 
de l'enfant (dans 20% des cas); Bon pronostic 

 t(14;16)(q32;q23)    IGH–MAF   Myélomes multiples, mauvais pronostic 

 t(15;17)(q22;q21)    PML–RARA   Leucémies aigües promyélocytaires, sensibles à 
l'acide tout-transrétinoïque, bon pronostic 

 inv(16)(p13q22)                                             
ou t(16;16)(p13;q22) 

 CBFB-MYH11 Leucémies aigües myéloblastiques à éosinophiles 

Autre réarrangement 
chromosomique 

Gène cible Caractéristiques cliniques 

1q32 réarrangements TAL-1 Leucémies aigües lymphoblastiques T de l'enfant; 
présente dans 20 à 30% des cas 

t(5;14)(q35;q32) HOX11L2 Leucémies aigües lymphoblastiques de la lignée T 
de l'enfant; présente dans 25% des cas.  

  

Tableau 2 : Principales anomalies structurales cytogénétiques récurrentes dans les hémopathies 

malignes. Anomalies les plus fréquentes, pathognomoniques d‟une forme spécifique, ou d‟un pronostic 

particulier. 

 

 Sur le plan moléculaire, elles aboutissent généralement à la fusion au point de cassure 

chromosomique de deux gènes, générant ainsi un gène chimérique hybride, dont les 

conséquences moléculaires peuvent être classiquement de deux types. Le premier est 

l‟expression ectopique ou l‟hyperexpression d‟un oncogène. Dans ce cas de figure, 

l‟oncogène est placé, du fait du remaniement chromosomique, sous la dépendance d‟un 

élément de régulation positif de gènes physiologiquement très exprimés dans les cellules 

hématopoïétiques. Le paradigme de cette situation est représenté par les 3 translocations 

récurrentes, t(8;14)(q24;q32), t(2;8)(p11;q24) et t(8;22)(q24;q11), associées aux lymphomes 

de Burkitt (Taub et al., 1982). Celles-ci placent l‟expression de l‟oncogène c-MYC, sous la 
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dépendance des enhancers des gènes des immunoglobulines, entrainant une hyperexpression 

de l‟oncogène c-MYC dans les lymphocytes à l‟origine de leur transformation. Cette situation 

est régulièrement retrouvée dans les lymphomes et dans les LAL de la lignée T. 

La deuxième situation est la recombinaison, aux points de cassure du remaniement 

chromosomique, de deux gènes au niveau de deux de leurs introns et sans qu‟il ait une 

altération des phases de lecture. Cela aboutit à la formation d‟un ARN de fusion, codant pour 

une protéine chimérique (parfois deux, du fait de la fusion réciproque), qui conserve des 

motifs fonctionnels des protéines sauvages. Le cas emblématique de cette situation est la 

fusion BCR-ABL, générée par la translocation t(9;22)(q34;q11.2). L‟étude structurale de cette 

protéine hybride montre que pratiquement toute la protéine ABL, en particulier ces domaines 

actifs tyrosine-kinase, sont fusionnés avec la partie N-terminal de BCR, ce qui va entrainer la 

dimérisation de la protéine BCR–ABL. Cette dimérisation va provoquer une activation 

constitutive d‟ABL, aboutissant à une activation de la multiplication  cellulaire, indépendante 

des facteurs de croissance et de ce fait, à la leucémie myéloïde chronique (Clarkson et al., 

2003; Faderl et al., 1999).   

b) Déséquilibres génomiques 

 Les anomalies chromosomiques déséquilibrées (avec perte ou amplification de 

matériel génétique), comme les monosomies, les délétions, les trisomies ou duplications, sont 

également associées aux leucémies aigües. Les conséquences oncogénétiques des ces 

anomalies dans la fonction cellulaire sont souvent moins bien comprises. 

 Les hyperdiploïdies (51 à 67 chromosomes) sont présentes chez 25 à 30 % des 

leucémies aigües pédiatriques de la lignée B et sont associées dans cette maladie à un critère 

de bon pronostic. Elles sont beaucoup moins fréquentes chez l‟adulte et sont rares dans les 

leucémies aigües de la lignée T. Les gains de chromosomes ne sont pas aléatoires et 

impliquent le plus fréquemment l‟addition des chromosomes 4, 6, 10, 14, 17, 18 et 21. Les 

mécanismes initiateurs de ces anomalies ne sont pas identifiés, mais il existe fréquemment des 

anomalies associées, suggérant là encore, le scénario d‟une transformation multi-étape 

(Paulsson and Johansson, 2009). 

 L‟amplification intra-chromosomique du chromosome 21 (iAMP21) est détectée 

chez 1 à 2% des leucémies aigües lymphoblastiques de l‟enfant. Bien que les anomalies 

morphologiques puissent être multiples, elles sont toujours associées à des amplifications du 
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gène AML1 (RUNX1), répétées en tandem le long du chromosome anormal. Cette anomalie 

serait associée à un pronostic défavorable (Moorman et al., 2007; Perez-Vera et al., 2008). 

 Les délétions du chromosome 5 sont parmi les plus communes et les plus fréquentes 

décrites dans les syndromes myélodysplasiques, les leucémies aiguës myéloblastiques et les 

acutisations de syndromes myélodysplasiques. Les anomalies touchent le plus souvent le bras 

long du chromosome 5 (del5q). La cartographie cytogénétique de cette région a identifié en 

5q31 et 5q32 des candidats gènes suppresseurs de tumeur. Des études expérimentales, chez la 

souris, ont suggéré le rôle du gène mDia1, comme nœud central dans le réseau suppresseur de 

tumeur, qui implique plusieurs gènes situés en 5q. Ce réseau fournirait un mécanisme 

d‟homéostasie, équilibrant la croissance et la différenciation, des précurseurs et des cellules 

souches hématopoïétiques (Eisenmann et al., 2009).  

 La présence d‟une monosomie 7 dans les leucémies aigües myéloblastiques est un 

critère de sévérité associé à un mauvais pronostic (Hasle et al., 2007). 

 Certaines leucémies aigües myéloblastiques présentent des aberrations 

chromosomiques multiples. On parle de caryotype complexe lorsqu‟il y a plus de 3 anomalies 

chromosomiques de structure ou de nombre. Ces leucémies à caryotype complexe touchent 

préférentiellement les personnes âgées et sont associées à une valeur pronostique défavorable 

(Chen et al., 2007; Mrozek, 2008). 

3. Les mutations géniques 

 Dans certaines hémopathies malignes, les techniques de cytogénétique classique et 

moléculaire (FISH ou CGH array) ne mettent pas en évidence de remaniement structural ou 

de nombre des chromosomes. Dans ces situations, il a été observé des mutations concernant 

des gènes parfois déjà impliqués dans des remaniements chromosomiques. De nombreuses 

études ont largement démontré que ces mutations peuvent, ou être isolées, ou accompagner 

des anomalies chromosomiques.  

 Dans les leucémies aigües myéloblastiques, plusieurs mutations récurrentes sont 

largement étudiées.   

 Le gène FLT3, qui code pour un récepteur de tyrosine kinase, peut être activé 

constitutionnellement, par une duplication interne en tandem (IDT, internal duplication 

tandem). FLT3 et son ligand sont importants dans l‟expansion des progéniteurs 

hématopoïétiques, ainsi que pour l‟expansion des cellules dendritiques et NK matures.  Cette 
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mutation est rapportée dans environ 30% des leucémies aigües myéloblastiques de l‟adulte et 

est associée à un pronostic pauvre (Levis and Small, 2003).  

 La mutation, par insertion dans l‟exon 12, du gène NPM1 (Nucleophosmin) est 

retrouvée chez 27,5% des patients présentant une leucémie aigüe myéloblastique, dont la 

majorité présente un caryotype normal. Cette mutation est associée dans 44% des cas à la 

mutation FLT3 ITD. Lorsque la mutation est seule présente, le pronostic de la maladie semble 

être meilleur, que lorsqu‟il est associé à la mutation de FLT3 ITD (Falini et al., 2005; Grisendi 

et al., 2006; Schnittger et al., 2005; Thiede et al., 2006). NPM1 code pour une protéine 

naviguant entre le noyau et le cytoplasme, avec une localisation principalement nucléaire. Il 

régule la voie ARF-p53, suppresseur de tumeur. La mutation du gène NPM1 entraine une 

relocalisation cytoplasmique de la protéine NPM. Une étude de la voie ARF-p53, dans des 

lignées NIH-3T3, exprimant le mutant NPM1, montre que cette cible n‟est pas suffisante pour 

induire les propriétés oncogéniques de NPM1 muté (den Besten et al., 2005). 

 RUNX1 (AML1) se trouve muté dans 10 à 20% des syndromes myélodysplasiques et 

leucémies aigües myéloblastiques (Harada and Harada, 2009). 

 NRAS est un gène de la famille des oncogènes RAS, qui codent pour des protéines de 

membrane, régulant le signal de transduction de plusieurs récepteurs de membrane, et joue 

des rôles importants dans la régulation des processus de prolifération, différenciation et 

apoptose. Il est muté dans 10% des LAM de l‟adulte, sans impact pronostique sur la survie 

(Bacher et al., 2006). KRAS, un autre gène des la famille RAS, est muté dans 5% des LAM 

(Bowen et al., 2005). 

 CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein-alpha) code pour un facteur de 

transcription, exprimé dans de nombreux tissus, qui régule notamment la prolifération et 

contrôle la différenciation terminale granulocytaire (Mueller and Pabst, 2006). Deux types de 

mutations sont décrits dans les leucémies aigües myéloblastiques : les mutations tronquant la 

partie N-terminale et les mutations des domaines bZip. Ces deux types sont fréquemment 

associés. Ces mutations sont présentes chez 4 à 11% des patients adultes et chez 4,5% des 

patients pédiatriques. Dans ces deux groupes, ces mutations sont associées à un pronostic plus 

favorable sur la survie (Ho et al., 2009). 

 L‟utilisation des techniques de séquençage à haut débit permet d‟identifier de 

nombreuses autres mutations,  dans des gènes d‟intérêt suspectés par leur fonction, mais 
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également d‟identifier de nouvelles mutations dans des gènes dont l‟implication est déjà 

démontrée dans les LAM. La difficulté pour interpréter ces anomalies est de comprendre, si 

ces mutations sont des mutations « passagères », survenant au cours du processus de 

transformation, mais sans impact sur la maladie elle-même, ou au contraire, si elles sont 

« conductrices », c'est-à-dire importante dans le processus qui conduit la cellule à son devenir 

leucémique. Des travaux, sur le gène FLT3, a clairement démontré l‟existence de nombreuses 

autres mutations dans des domaines non fonctionnels, sans retentissement apparent sur la 

fonction tyrosine kinase (Frohling et al., 2007).  

 Une étude pan-génomique sur les LAM de type M1, à caryotype normal,  a mis en 

évidence 8 nouvelles mutations somatiques ; 4 affectent des familles de gènes fortement 

associés au cancer : PTPRT, CDH24, PCLKC et SLC15A1 ; 4 affectent des gènes non connus 

pour être liés au cancer : KNDC1, GPR123, EBI2 et GRINL1B (Ley et al., 2008). Des études 

complémentaires seront nécessaires pour identifier d‟éventuelles voies de signalisation 

impliquées dans les processus de leucémogénèse. 

 Enfin, l‟étude du transcriptome, de certains échantillons de leucémies aigües, a montré 

des modifications de l‟expression de certains gènes. Par exemple, indépendamment des 

anomalies structurales et moléculaires de l‟ADN, le gène WT1 (Wilms Tumor 1) est 

fortement exprimé dans 70 à 90 % des patients avec une leucémie aigüe myéloblastique. WT1 

est un gène suppresseur de tumeur, dont la mutation a été identifiée chez 5 à 10 % des 

néphroblastomes de l‟enfant et chez plus de 90 % des enfants présentant un syndrome de 

Denys Drash (Little and Wells, 1997). WT1 semble également impliqué dans la 

différenciation des cellules hématopoïétiques humaines (Ellisen et al., 2001). Des mutations 

de WT1 sont également décrites et semblent être associées à un pronostic défavorable dans les 

LAM (King-Underwood and Pritchard-Jones, 1998; Renneville et al., 2009). 

 Les anomalies géniques associées aux leucémies aigües lymphoblastiques sont 

également décrites.  

 Plus de 50% des leucémies aigües lymphoblastiques T de l‟enfant sont associées à une 

mutation activatrice de NOTCH1, gène codant pour un récepteur transmembranaire impliqué 

dans la régulation du développement lymphocytaire T (Weng et al., 2004). Des anomalies 

d‟expression de différents oncogènes sont présentes dans les LAL T, dont la relevance 

pronostique est discutée : TAL1, LY1, TLX1/HOX11, TLX3/HOX11L2 (Vrooman and 

Silverman, 2009). 



38 

 

 Dans les syndromes myéloïdes chroniques, deux autres exemples récents peuvent être 

cités : la mutation activatrice du gène JAK2 (JAK2 V617F), qui est observée dans une 

majorité de polyglobulie de Vaquez, et 50 % des thrombocytoses essentielles  et 

myélofibroses primitives (Levine et al., 2005; Vainchenker et al., 2008) ; et les mutations du 

gène TET2, plus récemment identifiées, retrouvées dans un large panel d‟hémopathies 

myéloïdes malignes variées (syndromes myélodysplasiques, polyglobulies de Vaquez, 

thrombocytoses essentielles, myélofibroses primitives, leucémie myélomonocytaire 

chronique, leucémie aigüe myéloblastique primitive et secondaire, mastocytoses…) avec une 

fréquence globale, qui peut être estimée à environ 15 % (Delhommeau et al., 2009). 

4. Coopération oncogénique  

 L‟identification de marqueurs moléculaires multiples, dans les leucémies aigües 

myéloblastiques à caryotype normal, a suggéré le concept selon lequel la leucémogénèse était 

la résultante de multiples évènements mutationnels, dont la coopération favorisait le processus 

de transformation. L‟instabilité du génome dans les cellules blastiques est clairement admise 

dans la pathogénèse des LAM. Ces perturbations résultent de la dérégulation de gènes 

impliqués dans la maintenance cellulaire et dans la réparation de l‟ADN.   

 Les mutations de « classe I » confèrent un avantage prolifératif ou de survie aux 

progéniteurs hématopoïétiques, alors que les mutations de « classe II », affectent la 

différenciation hématopoïétique et confèrent des propriétés d‟autorenouvellement (Figure 4). 

Il est généralement considéré que les mutations de FLT3, c-KIT et N-RAS sont des mutations 

de classe I, et que C/EBPA, les mutations d‟AML1, les fusions AML1/ETO, CBFB/MYH11, 

PML/RARA et MLL relèvent de la classe II. Le positionnement de certaines mutations telles 

que NPM1 n‟est pas clair (Haferlach, 2008; Ishikawa et al., 2009; Renneville et al., 2008). 

Des exemples de coopération ont été démontrés expérimentalement chez la souris : PML-

RARa et FLT3-ITD (Kelly et al., 2002), BCR-ABL et NUP98-HOXA9 (Dash et al., 2002; 

Mayotte et al., 2002), TEL-PDGFβR et AML1-ETO (Grisolano et al., 2003), NUP98-HOXA9 

et FLT3-ITD (Palmqvist et al., 2006) et MLL-AF9 et FLT3 (Stubbs et al., 2008) pour 

exemples. 

 Les travaux de Mullighan et al, portant sur l‟étude par SNP array des échantillons de 

LAL de la lignée B, ont illustré de façon remarquable les phénomènes de coopération génique 

dans les LAL de la lignée B, associées à un chromosome philadelphie (Mullighan et al., 2007; 

Mullighan et al., 2008; Mullighan et al., 2009).  
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Figure 4 : Représentation de la coopération génétique impliquée dans la leucémogénèse (d‟après 

(Chalandon and Schwaller, 2005)). 

 

 Dans cette étude, 66 % des patients, présentant une leucémie aiguë lymphoblastique à 

haut risque NCI, présentait une altération d‟au moins un gène du développement lymphoïde B 

non détecté par le caryotype.  Parmi les gènes identifiés, les anomalies structurales du gène 

IKZF1 ou Ikaros (délétions ou mutations) représentent un élément pronostique défavorable, 

indépendant des autres critères pronostiques connus, pointant probablement la fonction d‟un 

gène majeur dans le processus de leucémogénèse ou dans le processus de résistance à la 

chimiothérapie. De manière tout à fait intéressante, le profil d‟expression des patients 

présentant une anomalie d‟IKZF1, est superposable au transcriptome d‟échantillons 

leucémiques avec translocation t(9 ;22), qui sont des leucémies connues à haut risque 

d‟évolution défavorable.  L‟hypothèse formulée serait que la perte de fonction d‟Ikaros sur la 

différenciation B, par haplo-insuffisance ou expression d‟un dominant négatif, empêcherait la 

différenciation lymphoïde B, conférant ainsi aux cellules leucémiques des propriétés de 

cellules souches, connues pour être résistantes aux chimiothérapies. 
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5. Gènes à multipartenaires 

 L‟étude systématique des échantillons de cellules leucémiques a permis de démasquer 

des gènes hautement remaniés, fusionnant avec des gènes partenaires multiples et variés. Ces 

gènes, dits gènes « multipartenaires », sont en nombre restreints. Cette particularité en fait des 

outils de recherche particulièrement intéressants pour décrypter les mécanismes de 

leucémogénèse. En effet, la mise en évidence de gènes à multipartenaires révèle l‟existence de 

grandes voies moléculaires liées à la transformation cellulaire, ce qui est d‟une importance 

capitale pour la nosologie et la thérapeutique. C‟est par exemple le cas des gènes TEL/ETV6, 

RUNX1 et MLL (Bohlander, 2005; Wang et al., 2010). Ce dernier étant le plus fréquemment 

retrouvé remanié dans les hémopathies malignes va nous servir d‟exemple. 

 L‟étude des réarrangements MLL est un modèle particulièrement riche et instructif 

dans la compréhension des mécanismes de leucémogénèse. Les particularités des 

remaniements MLL sont multiples : grande fréquence dans les leucémies du nourrisson, avec 

impact pronostique péjoratif ; implication dans tout type de leucémies lymphoïdes B et T, 

myéloïdes ou mixtes ; implication dans les leucémies secondaires, chez des patients 

préalablement traités par un inhibiteur de la topo isomérase II pour une autre forme de cancer. 

Enfin, bien que les gènes partenaires soient extrêmement hétérogènes, les fusions MLL se 

distinguent par leur profil d‟expression spécifique différent des autres LAL et LAM, ciblant 

de manière quasi constante la dérégulation des gènes HOX (Armstrong et al., 2002; Ferrando 

et al., 2003). 

Généralités sur le gène MLL 

 Le gène MLL, homologue humain du gène Trithorax de la drosophile, est localisé en 

11q23 et possède 36 exons. Les gènes MLL/Trx sont nécessaires pour la maintenance des 

gènes HOX/Hom-C indispensables à l‟organisation spatiale des vertébrés et invertébrés (Yu et 

al., 1995). Son rôle est essentiel dans le développement embryonnaire et l‟hématopoïèse, par 

son action régulatrice activatrice des gènes du cluster HOX (Hess, 2004; Hess et al., 1997). 

Enfin, MLL est également impliqué dans la régulation du cycle cellulaire (Liu et al., 2007; 

Milne et al., 2005a).  

 La protéine MLL orchestre des processus biologiques essentiels, à travers son 

architecture de domaines qui lient l‟ADN, soit directement (séquences riches en AT), soit 

indirectement (séquence spécifique de facteurs de transcription), lui fournissant des interfaces 

pour l‟assemblage de complexes multi-protéiques et une activité méthylase sur la lysine 4 de 
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l‟histone H3 (H3K4). Cette protéine possède plusieurs domaines conservés, de fonctions 

différentes, notamment : 3 domaines « AT hooks », en position N-terminale, qui permettent la 

liaison avec les régions riches en AT ; un domaine de répression transcriptionnel, consistant 

en une région homologue CXXC DNMT, riche en cystéine (DNA MethylTransferase1), 

capable de lier les ilots CpG non méthylés ; 4 domaines PHD (plant homeodomain) capables 

d‟interactions protéine-protéine ; un domaine Bromo, capable d‟interactions avec les 

histones ; un domaine de transactivation interagissant avec CBP/P300 ; un domaine SET, en 

région C-terminale, à activité histone méthyl transférase (HMT) H3K4 (figure 5).   L‟étude 

des multiples partenaires MLL a fourni de nombreuses informations sur la façon dont MLL 

régule l‟expression de ces gènes cibles. MLL forme des complexes protéiques avec Menin 

(gène suppresseur de tumeur), des régulateurs cellulaires (E2Fs et  HCF-1), des protéines Pc-

G (BMI-1 et HPC3), des histones désacétylases (HDACs), les histones acétyltransférases  

(CBP et MOF) et des facteurs remaniant la chromatine (INI1/SNF5) (Liu et al., 2009).  La 

protéine MLL subit une maturation dans le cytoplasme, par clivage, en un fragment amino-

terminal (MLL-N) et un fragment carboxy-terminal (MLL-C), qui sont non associés de 

manière covalente, mais sont capables d‟hétérodimérisation. 

Réarrangements MLL 

 Les réarrangements chromosomiques impliquant le gène MLL incluent des 

translocations équilibrées ou déséquilibrées, des inversions, des délétions et une duplication 

partielle en tandem (Hess, 2004). Actuellement, MLL est remanié avec 104 partenaires 

chromosomiques, dont 64 ont été caractérisés au plan moléculaire (Meyer et al., 2009). Les 

remaniements chromosomiques impliquant MLL sont retrouvés chez 5-6% des LAM, 7-10% 

des LAL, 60-70% des leucémies aigües de l‟enfant de moins de  1 an, et dans des formes 

secondaires de LAL et LAM. Les translocations les plus communes sont les t(4 ;11) et 

t(11 ;19), générant respectivement la fusion MLL-AF4 et MLL-ENL dans les leucémies aigües 

lymphoblastiques ou mixtes, et les t(9 ;11) et t(6 ;11) donnant respectivement les fusions 

MLL-AF9 et MLL-AF6 dans les leucémies aigües myéloblastiques (Jansen et al., 2007). 

 La plupart des réarrangements de MLL sont situés dans une région de 8,3 kb et 

aboutissent à la production d‟une protéine chimérique, qui fusionne la partie N-terminale de 

MLL avec la portion C-terminale du gène partenaire (Harper and Aplan, 2008). Toutes les 

protéines de fusion MLL conservent les 3 domaines « AT hooks » et le domaine « CxxC Zinc-

finger domain». Par contre, les domaines PHD, le domaine d‟activation transcriptionnel 
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Figure 5. (A) Structure de la protéine (B) Mécanismes de transactivation des gènes cibles par les  

fusions MLL.  

 

capable de recruter CPB et le domaine suppresseur SET (suppressor variegation-enhancer of 

zeste-trithorax), qui module la méthylation H3K4, sont perdus. Bien que la partie C-terminale 

de MLL soit perdue dans les protéines chimériques, les oncoprotéines chimériques 

fonctionnent comme des régulateurs transcriptionnels et induisent des expressions aberrantes 

des cibles de MLL, y compris des gènes HOX (Liedtke and Cleary, 2009). 

 Les fusions MLL, en inhibant l‟extinction des gènes Hox et de ces co-régulateurs 

comme Meis1, bloqueraient ainsi la différenciation terminale. 

 Les partenaires de MLL peuvent être classés en 5 groupes. Le groupe 1 comprend les 

gènes codant pour des protéines nucléaires. Le groupe 2 comprend des gènes codant pour des 
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protéines cytoplasmiques possédant des domaines d‟oligodimérisation coiled-coil. Le groupe 

3 comprend les gènes codant pour des protéines de la famille des septines, qui sont des 

protéines impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire, dans le trafic intracellulaire et dans 

la compartimentalisation membranaire. Le groupe 4 comprend des histones acétyltransférases. 

Enfin le groupe 5, comprend la duplication en tandem de MLL, qui est le seul remaniement 

MLL conservant le domaine SET de la portion C-terminale (Krivtsov and Armstrong, 2007).  

Etude des modèles murins MLL-partenaires 

 De nombreuses modélisations  chez la souris des fusions MLL-partenaires, ont 

reproduit des leucémies, montrant le caractère indispensable des fusions dans la 

leucémogénèse et ont permis d‟identifier les cibles cellulaires des fusions (Liu et al., 2009).  

Mécanismes de transactivation des HOX dans les fusions MLL- partenaires 

 Une caractéristique commune des leucémies avec réarrangements de MLL est 

l‟expression élevée des gènes HOX, en particulier HOXA4, HOXA5, HOXA7, HOXA9, 

HOXA10 et HOXC6 (Armstrong et al., 2002; Ferrando et al., 2003). La transformation des 

progéniteurs myéloïdes MLL-ENL est dépendante de l‟expression des gènes HoxA7 et HoxA9 

(Ayton and Cleary, 2003). Par ailleurs, les leucémies MLL réarrangées sont associées à 

l‟hyper expression de l‟homéogène Meis1, dont l‟expression est nécessaire dans les leucémies 

induites par Mll-Af9 (Armstrong et al., 2002; Kumar et al., 2009).  Cependant l‟expression de 

ces deux gènes n‟est pas nécessaire pour la transformation par MLL-GAS7 suggérant que 

d‟autres voies sont dérégulées dans le processus de transformation par les fusions MLL (So et 

al., 2004).  

 Trois mécanismes principaux semblent intervenir dans la dérégulation des cibles 

cellulaires induites par les fusions MLL. 

 Le premier mécanisme cible directement la dérégulation de l‟initiation de la 

transcription de gènes cibles, comme dans les fusions avec les partenaires AF4, AF9 et ENL, 

qui conservent un domaine de transactivation transcriptionnelle du partenaire (Chen et al., 

2006), ou avec le gène ELL, qui est un facteur d‟élongation de l‟ARN polymérase II 

(Shilatifard et al., 1996). 

 Le deuxième mécanisme est l‟activation indirecte de gènes cibles, par des 

modifications épigénétiques de séquences d‟ADN promotrices. 
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 Le gène MLL possède un domaine SET à activité HMT H3K4, qui est conservé dans la 

fusion MLL-PTD. L‟étude du modèle murin Mll-PTD montre que la fusion facilite la 

triméthylation des histones H3K4 et l‟acétylation H3 et H4 des promoteurs de Hoxa7, Hoxa9 

et Hoxa10, probablement par l‟intermédiaire d‟une dérégulation de CBP et p300 au locus des 

Hox (Dorrance et al., 2006). Dans les autres fusions MLL, le domaine SET n‟est pas 

conservé, mais des modifications épigénétiques par d‟autres cibles que l‟activité H3K4 ont été 

décrites. Ainsi, les partenaires CPB et p300, qui sont des  HAT, peuvent-ils générer de par 

leurs propriétés des modifications épigénétiques de gènes cibles. Les fusions MLL avec AF4, 

AF5, AF10 et ENL recrutent DOT1L, une H3K79 méthyl transférase, et forment un complexe 

qui induit la méthylation H3K79 sur le promoteur d‟HoxA9, augmentant sa transcription 

(Milne et al., 2005b; Mueller et al., 2007; Okada et al., 2005).  Enfin, la protéine arginine 

méthyl transférase 1 (PRMT1) a récemment été impliquée dans le mécanisme oncogénétique 

de la fusion MLL-ENL. PRMT1 est un important régulateur transcriptionnel épigénétique, qui 

maintient la transcription active de la chromatine, par son activité méthylase de l‟arginine 3 de 

l‟histone 4 (H4R3). Cette protéine est recrutée par la fusion MLL-EEN, au sein d‟un 

complexe, provoquant la méthylation H4R3 du promoteur d‟HOXA9, ainsi qu‟une activité 

histone acétylase par le recrutement de CPB/p300 (Cheung et al., 2007).  

 Le troisième mécanisme est lié à la capacité d‟homodimérisation de certaines fusions 

MLL-partenaires. Ce concept a été introduit par l‟étude de la fusion Mll (8 premiers exons) à 

la β-galactosidase, protéine connue pour s‟oligo-dimériser. La fusion Mll-lacZ a conduit de 

manière surprenante à la survenue de LAM chez la souris, avec une latence de survenue plus 

retardée comparativement au modèle Mll-Af9 (Dobson et al., 2000). La protéine LacZ en 

provoquant une dimérisation, des protéines chimériques Mll-LacZ, stabiliserait ainsi une 

protéine multi-dimérique possédant la partie tronquée N-terminale de Mll, pouvant ainsi 

déréguler des cibles de Mll. L‟étude expérimentale murine, des fusions MLL-GAS7 et MLL-

EPS15, a montré que leur potentiel oncogénique était  dépendant de leurs domaines coiled-

coil, et de leur capacité d‟homodimérisation. L‟étude de l‟expression des Hox dans ces deux 

fusions montre une activation comparable à la fusion MLL-ENL des Hoxa5, Hoxa7, Hox9, 

Hoxa10 et de leurs cofacteurs Meis1 et Meis3 (Ono et al., 2005; So et al., 2003b). Ces 

résultats suggèrent que les fusions MLL avec un partenaire cytoplasmique, capable de 

dimérisation, a le même effet que les oncoprotéines MLL directement transactivatrices du 

locus Hox, en recrutant d‟autres cofacteurs transcriptionnels par l‟intermédiaire de leur 

« moitié partenaire ». 
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 Deux gènes essentiels sont nécessaires au processus de transformations leucémiques. 

Menin est une des multiples protéines du complexe MLL HMT. Ce gène suppresseur de 

tumeur, initialement décrit pour son implication dans les néoplasies endocriniennes malignes 

héréditaires de type I, interagit avec la partie N-terminale de MLL. De la même manière que 

la perte d‟expression de MLL, l‟inhibition de l‟expression de Menin entraine la perte de 

l‟expression des HOX (Yokoyama et al., 2005). Menin et MLL régulent conjointement les 

CDKI (Cyclin-Dependant Kinase Inhibitors) p27Kip1 et p18Ink4c, ainsi que Meis1, cofacteur 

des HOX (Milne et al., 2005a). Menin est nécessaire à l‟activité oncogénique des leucémies 

induites par les fusions MLL (Yokoyama et al., 2005). Par ailleurs, Menin est un adaptateur 

liant MLL avec LEDGF (Lens Epithelium-Derived Growth Factor). LEDGF est une protéine 

liée à la chromatine. Elle est indispensable pour la régulation transcriptionnelle MLL 

dépendante et pour la transformation leucémique (Ahuja et al., 2000b; Yokoyama and Cleary, 

2008).  

Autres cibles cellulaires de fusions MLL-partenaires. 

 D‟autres voies de signalisation sont impliquées dans les mécanismes de 

leucémogénèse MLL. En particulier, une hyperexpression de FLT3, résultant de mutations 

activatrices, est fréquemment observée dans les leucémies MLL réarrangées (Armstrong et 

al., 2002).  

Les fusions MLL induisent des propriétés de cellules souches 

 L‟étude, dans le modèle murin, de la fusion MLL-ENL a démontré que les cellules 

leucémiques pouvaient être induites non seulement par les cellules souches hématopoïétiques, 

mais également par des progéniteurs communs engagés, les GMP, dont les formes non 

transformées n‟ont pas la propriété d‟autorenouvellement (Cozzio et al., 2003). Cette capacité 

est partagée par la fusion MOZ-TIF2, qui fusionne l‟acétyltransférase MOZ avec un récepteur 

nucléaire coactivateur TIF2. L‟effet leucémogène de cette fusion semble influencé par des 

modifications chromatiniennes à travers l‟interaction avec CBP.  A l‟opposé, les GMP ne sont 

pas transformées par la fusion BCR-ABL (Huntly et al., 2004).  L‟expression de la fusion 

MLL-AF9, dans des GMP de souris, induit la transformation des GMP en CSL, qui sont 

transplantables dans des receveurs secondaires. L‟étude comparative du profil d‟expression 

transcriptionnelle montre l‟acquisition par les CSL transformées d‟un set de gènes, 

habituellement exprimés dans les CSH, comprenant Hox9, Hoxa10, Meis 1 et Mef2c, tout en 

conservant un profil transcriptionnel des GMP dont elles sont issues. Ceci suggère que les 



46 

 

protéines de fusion MLL sont capables de reprogrammer un progéniteur engagé, non pas par 

dédifférenciation, mais en acquérant des propriétés de cellules souches, par l‟expression de 

gènes impliqués dans la maintenance des CSH (Krivtsov et al., 2006).  

 En résumé, l‟étude des leucémies associées aux fusions MLL a permis de mettre en 

évidence l‟impact des mécanismes épigénétiques dans la survenue des leucémies. Il a 

démontré également l‟importance de la régulation des gènes homéotiques, dans la survenue 

des hémopathies malignes.  
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D. Le gène NUP98 

 

 L‟idée d‟étudier les remaniements du gène NUP98 dans les hémopathies malignes 

procède du même raisonnement. NUP98 étant un gène à multipartenaires, l‟étude moléculaire 

et fonctionnelle des fusions NUP98 dans les hémopathies malignes devrait nous permettre de 

décrire une ou plusieurs voies moléculaires majeures de la leucémogénèse. Par ailleurs, 

NUP98 n‟ayant aucun rôle spécifique dans l‟hématopoïèse (à la différence des autres gènes à 

multipartenaires), la caractérisation des fusions NUP98 devrait nous servir de fil d‟Ariane 

pour la découverte de nouveaux gènes importants dans l‟hématopoïèse. Avant d‟aborder les 

résultats de notre travail, nous ferons une présentation générale de NUP98, du rôle de son 

produit protéique dans le pore nucléaire, ainsi qu‟un rapide résumé des gènes partenaires 

connus au commencement de notre étude.   

 NUP98 est un gène ubiquitaire qui code une nucléoporine de 98 kDa, NUP98, qui n‟a 

pas de rôle spécifique dans l‟hématopoïèse. Elle fait partie des nucléoporines, qui sont des 

protéines constituant le complexe du pore nucléaire (CPN), et situées dans les pores 

nucléaires.   

1. Le complexe de pore nucléaire 

a) Rappels 

 Le CPN est une super structure multi-protéique, qui assure le trafic bidirectionnel des 

protéines et des ARN entre le cytosol et le noyau. Le CPN est composé d‟une trentaine de 

protéines différentes, appelées nucléoporines (Nups), auxquelles appartient NUP98. Il est 

orienté dans la membrane nucléaire. La plupart des protéines ayant une fonction dans le noyau 

sont sélectivement importées du cytosol. Les ARNt et ARNm, qui ont été synthétisés dans le 

noyau, sont eux exportés vers le cytosol. Ces processus sont sélectifs au travers de la 

membrane nucléaire via le CPN.   

 Ce système de transport sélectif repose sur 4 éléments principaux : un signal cargo, 

NLS (nuclear localisation signal) pour l‟importation, un signal NES (nuclear exportation 

signal) pour l‟exportation, localisé sur les protéines; un récepteur de transport nucléaire NTR 

(nuclar transport receptor), représenté par les karyophérines, importines ou exportines, qui 

reconnaissent le signal ; des nucléoporines, riches en répétitions FG, qui forment un filet dans 

le CPN, qui est perméable uniquement aux complexes cargos karyopherines/NTRs ; le 
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système de  protéines RanGTP, sur la face nucléaire du CPN, pour désassembler les 

complexes importés et assembler les complexes d‟exportation (voir pour revue (Xylourgidis 

and Fornerod, 2009)). 

 Les CPN jouent un rôle dans le contrôle de la transcription. Il a été démontré chez 

Saccharomyces cerevisiae, que les gènes localisés près des CPN étaient hautement transcrits, 

suggérant que le CPN pourrait activer la transcription en relocalisant la chromatine vers la 

périphérie du noyau (Brown and Silver, 2007; Casolari et al., 2004). Chez les eucaryotes, une 

étude récente de chromatime immunoprécipitation, couplée à une analyse génomique (ChIP-

chip), effectuée par Vaqueriaz et al, chez Drosophilia megalogaster, a démontré que deux 

nucléoporines Nup153 et Megator (Mtor) étaient associées à d‟importants domaines 

génomiques de 10 à 500 kb. Ces régions, appelées Nucleoporin Associated Regions (NARs), 

contiennent des gènes hautement transcrits, et sont riches en ARN polymerase II et en histone 

H4 lysine 16 acetylase, connue pour relâcher la chromatine in vitro. Pour montrer que 

l‟activation des gènes était directement liée aux nucléoporines, et écarter l‟hypothèse d‟une 

simple localisation des gènes actifs à proximité du CPN, ces auteurs ont démontré que la 

déplétion de Nup153, par ARN interférence, s‟accompagnait d‟une forte réduction de 

l‟activité de milliers de gènes, notamment au sein des NARs. Ils démontrent également que 

ces deux protéines participent activement à l‟hyperexpression compensatrice des gènes du 

chromosome X chez les mâles, et qu‟indépendamment de leur localisation à proximité des 

CPN, les nucléoporines Nup153 et Mtor peuvent naviguer dans le noyau, au sein des NARs, 

et moduler l‟expression des gènes dans le noyau. Cette étude suggère, que la liaison de 

nucléoporines au sein des NARs, est impliquée dans l‟organisation spatiale nucléaire, liée au 

contrôle de l‟expression génique (Ikegami and Lieb, 2010 ; Vaquerizas et al., 2010). 

b) Le CPN en pathologie humaine 

 Compte tenu du rôle fondamental des composants du CPN dans la physiologie 

cellulaire, il n‟est pas étonnant qu‟ils soient impliqués en pathologie constitutionnelle ou 

acquise. 

 En pathologie constitutionnelle, des délétions de NUP93 ont ainsi été associées à des 

fibrillations auriculaires responsables de mort subite chez l‟enfant (Zhang et al., 2008). En 

pathologie acquise, différents remaniements chromosomiques conduisent à la fusion 

oncogénique de gènes codant pour des nucléoporines. Outre ceux ciblant NUP98, la 

nucléoporine NUP214 est fusionnée à l‟oncogène ABL dans un épisome retrouvé chez près de 
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7 % des LAL de la lignée T et à DEK par la translocation récurrente t(6;9)(p23;q34), toujours 

dans les LAL de la lignée T (Ageberg et al., 2008; Graux et al., 2004).  

c) NUP98 dans le CPN 

 NUP98 est situé à 3,5 Mb du télomère en 11p15.4. Il s‟étend sur 122 kb et comprend 

33 exons. NUP98  est exprimé de façon ubiquitaire et ses deux transcrits principaux de 7 kb et 

de 4 kb codent pour des protéines de 186 kDa et de 98 kDa respectivement (Lam and Aplan, 

2001). Ces deux précurseurs protéiques sont clivés au niveau de la même séquence 

peptidique, générant les produits NUP98 et NUP96 pour l'un, et NUP98 et un polypeptide de 

8 kDa pour l'autre (Figure 6).  

 NUP96 appartient au complexe NUP160 (constitué de NUP160, 133, 107 et 96), qui 

est une structure fixe, présente sur les deux faces de la membrane nucléaire.  

 NUP98 est une protéine de transport itinérante, située essentiellement sur la face 

nucléaire du CPN, qui peut naviguer à la fois dans le noyau, et entre le noyau et le 

cytoplasme. NUP98 est la seule nucléoporine à posséder dans sa partie N-terminale, 37 

domaines GLFG (glycine-leucine-phénylalanine-glycine), sur lesquelles se fixent les 

karyophorines (famille protéique de transporteurs nucléaires). Il possède également un 

domaine GLEBS de fixation pour Gle2, protéine spécialisée dans le transport des ARNm chez 

S. cerevisiae, et pour son homologue RAE1, chez les mammifères (Pritchard et al., 1999) 

(Figure 6). 

 Dans sa partie C-terminale, il possède un domaine à activité auto-protéolytique, qui 

semble nécessaire pour diriger NUP98 dans le CPN, et un domaine de liaison aux 

ribonucléoprotéines. Cette partie C-terminale semble également jouer le rôle de signal de 

localisation nucléaire (Fontoura et al., 2001). 

 NUP98 est associée de façon dynamique au pore nucléaire (fixation au complexe 

NUP88/NUP214 au niveau de la  partie cytoplasmique du CPN, et au complexe NUP160 au 

niveau de la partie nucléaire du CPN), ainsi qu‟à des corps nucléaires, et assure de façon 

dynamique, le transport principalement des d‟ARN messagers et ribosomaux, mais peu le 

transport des protéines, ainsi que plusieurs virus à ADN, entre le noyau et le cytoplasme 

(Dokudovskaya et al., 2002; Griffis et al., 2002; Griffis et al., 2003; Hodel et al., 2002; 

Powers et al., 1997 ).   Durant la transcription, la protéine NUP98 est localisée dans des corps 

nucléaires GLFG, dont le rôle n‟est pas établi (Griffis et al., 2002).
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Figure 6 : Nup98 (modifiée d‟après (Dokudovskaya et al., 2002)).  

A : Epissage alternatif du gène Nup98 produisant deux transcrits alternatifs, conduisant à la production de 

Nup98,  Nup96 et un fragment de 8kDa. B : Nup96 est un élément du complexe Nup160 et du complexe Nup88- 

Nup214, qui peut lier Nup98, respectivement, sur les faces nucléaire et cytoplasmique du CPN. Les protéines 

d‟import Kapβ2 et d‟export CRM lient les domaines répétés FG de Nup98 et la protéine TAP (Tip associated 

protein), facteur d‟export d‟ARNm. Gle2/Rae1 lient Nup98 par un site dédié. Nup98 peut également naviguer 

indépendamment de Nup96 dans le noyau.  NPC : nuclear pore complexe. 

  

 NUP98 intervient également dans le contrôle de la transcription, par l‟intermédiaire de 

ces répétitions GLFG, qui sont capables d‟interagir avec les histones acétyltransférases CBP 

et p300 (Kasper et al., 1999).  

 Dans le noyau, NUP98 et RAE1 interviennent dans le contrôle du « checkpoint » 

mitotique, en participant à la régulation du complexe APC/C (anaphase-promoting 

complex/cyclosome)-Cdh1-securin, qui maintient l‟euploïdie durant la mitose. Le complexe 

APC/C cible la sécurine, qui est un inhibiteur de l‟anaphase. Il a été démontré dans des 

expériences de transgénèse murine, que les facteurs Nup98 et RAE1 s‟associent au complexe 

APC/C
cdh1

-sécurine, pour prévenir la dégradation prématurée de la sécurine. Dans la 
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métaphase tardive, lorsque les chromosomes sont correctement alignés, que le point de 

contrôle du fuseau est satisfait, Nup98 et RAE1 sont libérés du complexe, permettant 

l‟ubiquination de la sécurine et l‟entrée en anaphase (Baker et al., 2007; Jeganathan et al., 

2006; Jeganathan et al., 2005; Rao et al., 2009). Enfin, Nup98 est indispensable dans le 

développement embryonnaire. L‟extinction de Nup98, par KO chez la souris, aboutit au décès 

prématuré des embryons. Les cellules ne semblent pas avoir d‟anomalie majeure du CPN, 

mais les CPN présentent une capacité réduite à lier les karyophorines (Wu et al., 2001). 

2. NUP98 dans les hémopathies malignes 

 Le gène NUP98 a été identifié dans les hémopathies malignes, lors de la 

caractérisation moléculaire de la translocation t(7;11)(p15;p15.4), fusionnant NUP98 et 

HOXA9, retrouvées chez des patients atteints de leucémies aiguës myéloblastiques (LAM) 

(Borrow et al., 1996; Nakamura et al., 1996). Depuis, de multiples remaniements du gène 

NUP98 ont été décrits dans les hémopathies malignes, faisant de NUP98 est un gène 

multipartenaires.   

 En 2006, on savait que depuis sa mise en évidence dans la translocation t(7;11) en 

1996 (Borrow et al., 1996; Nakamura et al., 1996), 17 partenaires de NUP98 avaient été 

identifiés. Plus de la moitié de ces gènes étaient des gènes codant pour des facteurs de 

transcription à homéoboite, dont les gènes homéotiques HOXA9, HOXA11 ou HOXA13 

(7p15) (Borrow et al., 1996; Fujino et al., 2002; Nakamura et al., 1996; Taketani et al., 

2002a), HOXC11 et HOXC13 (12q13) (Gu et al., 2003; Taketani et al., 2002c) (La Starza et 

al., 2003; Panagopoulos et al., 2003), HOXD11 et, HOXD13 (2q31) (Arai et al., 2000; Raza-

Egilmez et al., 1998; Shimada et al., 2000; Taketani et al., 2002b), les gènes PMX1 (1q23) 

(Nakamura et al., 1999) et PMX2 (9q34) (Gervais et al., 2005). Parmi les autres gènes 

partenaires de NUP98, on trouvait les gènes codant pour des protéines à localisation 

nucléaires tels que : l'hélicase DDX10 (11q22) (Arai et al., 1997), la Topoisomérase 1 (TOP1) 

(20q11) (Ahuja et al., 1999; Chen et al., 2003; Iwase et al., 2003; Panagopoulos et al., 2002; 

Potenza et al., 2004), les NR-binding Set-Domain protein : NSD1 (5q35) (Brown et al., 2002; 

Jaju et al., 2001; Panarello et al., 2002) et NSD3 (8p11) (Rosati et al., 2002), qui sont des 

cofacteurs des récepteurs nucléaires (NR), possédant en plus un domaine SET (domaine H3 

méthyltransférase) et 5 motifs en doigts de zinc PHD (Plant Homeo Domain) ; et pour le 

facteur de transcription LEDGF/p52 (9p22) (Ahuja et al., 2000b; Hussey et al., 2001; Morerio 

et al., 2005). Enfin, NUP98 avait été décrit également recombiné à des gènes codant pour des 
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protéines cytoplasmiques : Adducin3 (10q25) (Lahortiga et al., 2003) et RAP1GDS1 (4q21) 

(Hussey et al., 1999). 

 D‟un point de vue fonctionnel, seules les fusions Nup98-homéogènes, en particulier 

Nup98-Hox9 avaient été étudiées. Il avait été démontré, dans des modèles murins, que le 

pouvoir oncogénique des  « Nup98-Protéines à domaine Homéodomaine » était liée à leur 

fixation sur le promoteur de HoxA9 par l‟homéodomaine et à celle des protéines acétyl-

tranférases CBP et p300 fixées sur la partie FG de la protéine chimérique. La présence de ces 

protéines entraînait une acétylation du locus d‟Hoxa9, permettant alors le maintien de la 

chromatine de ce dernier, en conformation ouverte, générant l‟expression dérégulée du gène 

Hoxa9. 
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III. RÉSULTATS 

 

 Mon travail a consisté en la participation à l‟étude clinico-biologique du GFCH 

(Groupe Français de Cytogénétique Hématologique), à la caractérisation cytogénétique d‟un 

remaniement complexe aboutissant à la fusion NUP98-NSD1 et à l‟étude moléculaire et 

fonctionnelle de deux nouvelles fusions impliquant le gène NUP98. 

 Je présenterai dans un premier temps, les résultats de l‟étude du GFCH actualisés sur 

la base des articles parus dans la littérature depuis 2006, ainsi que l‟étude cytogénétique du 

remaniement complexe 46,XY,add(5)(q35),del(9)(q22q32),del(11)(p13). Dans un deuxième 

temps, j‟exposerai les résultats des études moléculaires et fonctionnelles, impliquant les 

fusions NUP98-HMGB3 et NUP98-CCDC28A.  

 Enfin, je discuterai les hypothèses sur les voies oncogéniques empruntées par ces deux 

fusions à la lumière des connaissances actuelles qu‟ont apportées les modèles murins de 

fusions NUP98.  
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A. Article 1 

NUP98 rearrangements in hematopoietic malignancies: a study  of the  Groupe  

Francophone de Cytogénétique  Hématologique. 

Romana SP, Radford-Weiss I, Ben Abdelali R, Schluth C, Petit A, Dastugue N, Talmant P, Bilhou-Nabera C, 

Mugneret F, Lafage-Pochitaloff M, Mozziconacci MJ, Andrieu J, Lai JL, Terre C, Rack K, Cornillet-Lefebvre P, 

Luquet I, Nadal N, Nguyen-Khac F, Perot C, Van den Akker J, Fert-Ferrer S, Cabrol C, Charrin C, Tigaud I, 

Poirel H, Vekemans M, Bernard OA, Berger R; Groupe Francophone de Cytogénétique Hématologique. 

Leukemia. 2006 Apr;20(4):696-706 

 

 Les réarrangements de NUP98 sont classiquement associés à un facteur de pronostic 

défavorable. Depuis la caractérisation de la 1
ère

 fusion NUP98-HOXA9, plusieurs 

réarrangements avec d‟autres partenaires ont été décrits.  

 L‟étude collaborative du GFCH a permis, à partir de l‟examen par FISH de 66 patients 

atteints d‟hémopathies malignes diverses, associées à un remaniement de la bande 11p15, de 

détecter 23 remaniements du gène NUP98. Une étude de la littérature, portant sur 73 cas de 

remaniement NUP98, a permis une analyse clinico-biologique des fusions NUP98.  

 Cette étude montre que 35% (22 des 66 patients explorés) des patients traités pour une 

hémopathie maligne, dont le caryotype montre un réarrangement 11p15, ont un réarrangement 

du gène NUP98. Les remaniements NUP98 seraient de 1 à 2% dans les hémopathies 

malignes. 

  Elle rapporte les nouvelles fusions NUP98 avec les gènes LNP1, C6orf80 (CCDC28) 

et HMGB3.  

 Cette étude apporte par ailleurs, quelques points sur l‟épidémiologie des hémopathies 

malignes avec réarrangement de NUP98. Les premières caractérisations ont été établies par 

des équipes asiatiques, laissant penser que ce gène était plus fréquemment remanié dans cette 

population. Les résultats de la revue des cas publiés montrent que cette anomalie affecte aussi 

bien les Caucasiens, que les Asiatiques. Sur le plan cytogénétique, l‟ensemble des caryotypes 

associés aux hémopathies avec réarrangement de NUP98 sont simples (moins de trois 

anomalies chromosomiques). Les hémopathies malignes impliquées sont réparties de la 

manière suivante : les ¾ sont des hémopathies de novo et ¼ sont des leucémies ou 

myélodysplasies secondaires à une chimiothérapie ; les LAM de novo sont essentiellement 

représentées par les types M2 (60%) et M4 (20%) ; les SMD  représentent 8% des patients 

(4% de novo, 4% secondaires) ; les LAL-T  représentent 12% des patients ; aucun patient ne 

présente une leucémie de la lignée B. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/16467868
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 Enfin, une classification basée sur la corrélation entre le type d‟hémopathies malignes 

et le type de fusion est proposée. Le groupe 1  comporte les gènes HOX  et NSD, 

essentiellement impliqués dans des hémopathies myéloïdes de novo. Le groupe 2 comprend 

les gènes TOP1/TOP2/DDX10, qui représentent 25% des réarrangements NUP98 et sont 

essentiellement retrouvés dans les hémopathies myéloïdes secondaires, avec une 

prédominance féminine pour les réarrangements avec TOP1. Le groupe 3 contient  

RAP1GDS,  impliqué dans LAL-T, représentant 9% des cas de cette série, dont 50%  des 

patients ont moins de 20 ans. À eux seuls, les groupes 1 à 3 représentent 86% des fusions 

NUP98. Les gènes LEDGF, ADD3 et C6orf80(CCDCA28) n‟entrent pas dans l‟un de ces 

groupes et représentent 14% des cas. 
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The NUP98 gene is fused with 19 different partner genes in
various human hematopoietic malignancies. In order to gain
additional clinico-hematological data and to identify new
partners of NUP98, the Groupe Francophone de Cytogénétique
Hématologique (GFCH) collected cases of hematological malig-
nancies where a 11p15 rearrangement was detected. Fluores-
cence in situ hybridization (FISH) analysis showed that 35% of
these patients (23/66) carried a rearrangement of the NUP98
locus. Genes of the HOXA cluster and the nuclear-receptor set
domain (NSD) genes were frequently fused to NUP98, mainly
in de novo myeloid malignancies whereas the DDX10 and
TOP1 genes were equally rearranged in de novo and in
therapy-related myeloid proliferations. Involvement of ADD3
and C6ORF80 genes were detected, respectively, in myeloid
disorders and in T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL),
whereas the RAP1GDS1 gene was fused to NUP98 in T-ALL.
Three new chromosomal breakpoints: 3q22.1, 7p15 (in
a localization distinct from the HOXA locus) and Xq28 were
detected in rearrangements with the NUP98 gene locus. The
present study as well as a review of the 73 cases previously
reported in the literature allowed us to delineate some
chromosomal, clinical and molecular features of patients
carrying a NUP98 gene rearrangements.
Leukemia advance online publication, 9 February 2006;
doi:10.1038/sj.leu.2404130
Keywords: leukemia; chromosome 11p15; NUP98; FISH

Introduction

The first rearrangement of the NUP98 gene in hematopoietic
malignancy was reported in 1996 by Nakamura et al. and
Borrow et al. in a study of the rare but recurrent translocation
t(7;11)(p15;p15),1,2 Subsequently, it was shown that NUP98,
like MLL, ETV6 and RUNX1, is the target of rare and various
chromosomal rearrangements associated with childhood and
adult de novo and therapy related, myeloid and lymphoblastic
T-cell acute leukemias. Until now, NUP98 has been found

rearranged with 19 different partner genes resulting in in-frame
fusion genes subclassified into three groups. The first group is
composed of nine genes coding for homeodomain proteins,
seven homeotic genes (HOXA9, HOXA11, HOXA13, HOXC11,
HOXC13, HOXD11 and HOXD13),3–5 and two class-2 homeo-
box genes (PRRX1 and PRRX2).6,7 The second group comprises
eight nuclear nonhomeotic genes: the lens epithelium-derived
growth factor (LEDGF),8–11 the nuclear-receptor binding
set domain genes (NSD1),12–16 and NSD3,17 the helicase
DDX10,18–21 the topoisomerase TOP1,22–26 and TOP2B
genes,27 the FN1 gene28 and the C6orf80 gene.29 The third
group is composed of two genes, respectively, RAP1GDS130,31

and ADD332 encoding two cytoplamic proteins and fused to
NUP98 in T-ALLs.

The NUP98 gene, maps to chromosome 11p15.4, is 122 kb
long and is located 3.6 Mb from the telomere on the short arm of
chromosome 11. It is composed of 33 exons and codes for a
Nup98–Nup96 precursor of 1729 amino acids, which after
cleavage generates the Nup98 protein (860 amino-acids coded
by the 18 first NUP98 exons) and Nup96 protein (849 amino-
acids coded by the last 15 exons). Both belong to the nucleopore
complex (NPC). Nup98 is dynamically associated with NPC and
shuttles between the nucleus and the cytoplasm transporting
protein and RNA through its N-terminal 524 amino acid part
containing 37 FG and GLFG repeats and a Gle2 site that allows
karyophorins and RNA transporting protein binding.33–35

All NUP98 disruptions, which have been studied at the
molecular level, generate a NUP98-partner gene fusion
transcript whereas the reciprocal transcript, partner/NUP98, is
not always present. Thereby, it is the NUP98/partner gene,
situated on the derivative chromosome 11, that codes for the
oncogenic hybrid protein. All NUP98 gene breakpoints are
located between introns 8 and 16. The hybrid protein always
contains the Nup98 N-terminal GLFG domain fused to some
domain of the partner protein and, the expression of the fusion
gene is dependent on the 50 regulatory NUP98 expression
region. Kasper et al. demonstrated that the GFLG domain, in the
Nup98-Hoxa9, was essential for the leukemic process because
of its ability to recruit coactivators such as Cbp/p300.36 In the
same experiment, they also demonstrated the importance of the
homeodomain of Hoxa9 in the cell transforming ability. If
homeoproteins are clearly implicated in hematopoiesis, the role
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Department, Hôpital Necker-Enfants Malades, 149 rue de Sèvres,
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of the other partner genes in hematopoiesis is not known. The
study of their function as well as the description of new NUP98
partner genes will help in the understanding of hematopoietic
and leukemic pathways.

In order to find new partners genes of NUP98, the Groupe
Francophone de Cytogénétique Hématologique (GFCH)
decided to screen 66 patients with various hematopoietic
malignancies and a 11p15 rearrangement. Twenty-three (35%)
of these patients exhibited chromosomal abnormalities invol-
ving NUP98. Three new chromosomal breakpoints were
detected in chromosomal bands rearranged with the NUP98
locus. Moreover, an analysis of our results as well as those
published in the literature allowed us to further delineate some
chromosomal, clinical and molecular features of patients
carrying a NUP98 gene rearrangements.

Materials and methods

Patients
Karyotypes of 71 patients with various hematological malig-
nancies associated with a 11p15 chromosomal anomaly were
reviewed during two workshops by the members of the Groupe
Francophone de Cytogénétique Hématologique. Only 66
patients with a chromosomal pellet were selected for FISH
screening to detect a NUP98 disruption: 41 had a de novo
myeloid disorder, 10 had received therapy and developed a
treatment-related acute myeloid leukemia (t-AML) or myelodys-
plastic syndrome (t-MDS), five had a T-cell malignancy (four
T-ALL, one Sézary syndrome), eight developed a B-cell
neoplasm (three B-ALL, two chronic lymphocytic leukemias,
two diffuse large B-cell lymphoma, one multiple myeloma), one
had a biphenotypic leukemia and one had an unclassifiable
acute leukemia. In the group of de novo myeloid malignancies,
five had a chronic myeloproliferative disorder (two chronic
myelogenous leukemias, one essential thrombocythemia, two
Ph-negative chronic myeloproliferative disorders), five had a
myelodysplastic syndrome and 31 AML: six AML with multi-
lineage dysplasia, two minimally differentiated AML (AML-M0
according to the French-American-British FAB Classification),
five AML without maturation (AML-M1), four AML with
maturation (AML-M2), seven acute myelomonocytic leukemias
(AML-M4), six acute monocytic leukemias (AML-M5), one acute
erythroid leukemia (AML-M6), Patients’general data and history
can be obtained upon request to serge.romana@nck.aphp.fr.

Fish studies
For detection of NUP98 rearrangements, dual color FISH
experiments were performed with a ‘NUP98 probe’ composed
of two contiguous BAC clones: RP11-120E20, labeled with
Rhodamine-dUTP and RP11-258P13, labeled with FITC-dUTP
(see Figure 1a).

Dual color FISH experiments were performed to characterize
the NUP98 fusion partners. For this purpose, we designed BAC
and PAC clones spanning loci of the NUP98 partners on
the basis of the karyotype and the results of the NUP98
rearrangement FISH screening. For the HOXA complex, we used
three PAC clones (RP1-170O19 (AC004080), RP5-1200I23
(AC004996) and RP5-1103I5 (AC004009)) spanning the
HOXA3 to the HOXA13 loci. For all the other gene loci, we
chose one or two BAC clones covering the entire gene loci
(http://genome.ucsc.edu/): RP11-486H4 and RP11-724M22 for
RAP1GDS1 gene, RP11-801G16 and RP11-700F9 for DDX10
gene, RP11-350N15 and 675F6 for NSD1, RP11-333B24 for

NSD3, RP11-111H12 and 126O24 for TOP1, RP11-641C1 and
RP11-702L24 for ADD3, RP11-206H24 for PRRX2 and RP11-
900M13 for C6orf80. The BAC RP11-479B17 was used as probe
for the telomeric Xqtel. BAC DNA was extracted with QIAfilter
Plamid Maxi-Kit (Qiagen) following the manufacturer’s instruc-
tions and labeled by nick translation with spectrum orange and
spectrum green dUTP (Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA).
Hybridization was performed as described previously.37 The
images were captured by a Sensys camera (Photometrics Ltd,
Tucson, AZ, USA) and processed with a QFISH software (Leica).

RT–PCR analysis
For patients nos. 1, 2, 3, 12, 13, 15, 19, 61 and 66 we obtained
viable bone marrow cells from which total RNA could
be extracted and RT–PCR experiments performed. Primer
sequences used for these experiments are listed in Figure 2.
The PCR products were purified and sequenced.

Quantitative RT–PCR (Q RT–PCR)
cDNA from patients no. 5 and 13 carrying a
t(5;11;12)(q35;p15;q24) translocation and a t(8;11)(p11;p15)
translocation, respectively, were amplified with a forward
primer specific to NUP98 and two reverse primers specific for
NSD1 and NSD3 (see Figure 2), in the presence of the qPCR
Master Mix for SYBR green I (Eurogentec, Liege, Belgium). After
a denaturation step (10 min at 951C), 45 cycles of amplification
(10 s at 951C followed by 1 min at 601C) were performed on a
Stratagene MX3000p instrument. For each cycle, data were
collected at the end of the extension step. Fluorescence
recorded was then plotted against the number of cycles.

Results

NUP98 rearrangements
Dual color FISH experiments using the ‘NUP98 probe’ detected
a disruption of the NUP98 gene (see Figure 2b) in 23 patients
(35%) (Table 1, GFCH patients). Fourteen patients (60%) were
female, four (17%) were children, 11 (48%) had a de novo AML/
MDS and eight (35%) a treatment-related AML/MDS. T-ALL was
diagnosed in four patients (17%). In the present series no NUP98
rearrangement was found in B-lymphoid malignancies or in
chronic myeloproliferative disorders.

A comparison of the karyotypes of patients with and without
NUP98 a rearrangement showed that karyotypes with a NUP98
rearrangement were always simple in the stemlines (less than
four chromosomal abnormalities), whereas the karyotypes of
patients without NUP98 rearrangement were mainly complex.
These karyotypes can be obtained upon request to serge.romana
@nck.aphp.fr

NUP98 partners detection
Dual color FISH experiments, RT–PCR and RQ–PR were
performed to identify the NUP98 partner genes (see Figure 1c-m
for FISH results and Figure 2a for RT–PCR and 2b for RQ–PCR).
The rearrangements were subdivided into three classes.

Recurrent chromosomal abnormalities involving
NUP98. As expected, recurrent chromosomal translocations
already described by others were found in the samples studied.
A t(7;11)(p15;p15.4). translocation was found in seven patients
(nos. 6–9, 11–12, 61): four cases with a de novo acute
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myelomonocytic leukemia, two with AML with maturation and
only one therapy-related AML. In six of the seven patients, dual
FISH using a NUP98 probe and a HOXA probe indicated the
classical fusion between the two loci (Figure 1c) with a double
yellow colocalization on the two derivative chromosomes 7 and

11 besides normal green and red signals, respectively, on the
unrearranged chromosomes. Owing to the shortage of material,
we could amplify a NUP98 exon 12/HOXA9 exon 1b transcript
fusion only in patient 12 (Figure 2a). In patient 61 (Figure 1d),
the HOXA signal probe was located on both chromosomes 7,

Figure 1 FISH experiments. (a) Schematic representation of the ‘NUP98 probe’. (b) Screening for NUP98 disruption with the ‘NUP98 probe’:
RP11-120E20 labeled in FITC (green) and RP11-258P13 labeled in Rhodamine d-UTP (red). Example of patient 17 with a NUP98 disruption due to
a recurring t(3;11)(q21;p15) translocation: a strong signal, located on the normal chromosome 11 (arrow head), a green signal on the der(3)
chromosome (arrow) and a strong green signal colocalized with a faint red signal on the der(11) chromosome (arrow) (due to the asymetric splitting
of the RP11-120E20) are observed. (c–m): Detection of NUP98/partner gene fusions by FISH. The two NUP98 BAC probes were labeled by FITC
d-UTP (green) and the partner gene probe by Rhodamine d-UTP (red). Arrows indicate the derivative chromosomes. (c) A t(7;11) translocation with
NUP98/HOXA; (d) a t(7;11) translocation without HOXA locus rearrangement; (e) an inv(11) inversion with NUP98/DDX10; (f) a t(11;11)
translocation with NUP98/DDX10; (g) an ins(11) insertion with NUP98/DDX10; (h) a t(4;11) translocation with NUP98/RAP1GDS1; (i) a t(11;20)
translocation with NUP98/TOP1; (j) a t(10;11) translocation with NUP98/ADD3; (k) a t(9;11) with NUP98/PRRX2; (l) a t(6;11) translocation with
NUP98/C6ORF80 and (m) a t(X;11)(q28;p15) translocation. For this last patient (no. 17), the NUP98 probe is labeled with FITC and the telomeric
probe RP11-479B17 is labeled with rhodamine.
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whereas the NUP98 probe generated one signal on the
unrearranged chromosome 11, one on the derivative 11 and a
third signal colocalized with the HOXA probe on the derivative
chromosome 7. Specific RT–PCR did not detect a NUP98/
HOXA9, nor NUP98/HOXA11, nor a NUP98/HOXA13 fusion
genes in this case. We deduced that a new chromosomal 7p15
breakpoint was involved.

Various chromosome rearrangements involving 11p15 and
11q22 suggesting a NUP98/DDX10 fusion gene were
detected in four cases: two cases (no. 4 and 70) with a classical
inv(11)(p15q22) inversion, one case (no. 2) with a t(11;11)
(p15;q22) translocation and one case (no. 3) with an ins(11)
(q22;p11p15) insertion. In the two first cases, dual color FISH
experiments with BACs overlapping the DDX10 locus as well
as the NUP98 locus confirmed the karyotypic abnormality
with a double colocalization on the inverted chromosome 11
(Figure 1e). The same FISH experiment in patient 2 showed a
colocalization of signals on the two derivative chromosomes 11
confirming the diagnostic of t(11,11)(p15;q22) translocation
(Figure 1f). In patient 3, an ins(11)(q?p11p15.4) insertion was
suspected because the der(11) appeared as an acrocentric
chromosome. The NUP98 probe generated two signals on the
der(11), one on the telomeric part of the small arm and one near
the extremity of the long arm. On the other hand, the DDX10
probe generated a signal fused with the telomeric NUP98 11q
signal and one, more centromeric, on the der(11)(q22) chromo-
some (Figure 1g). This combination of signals corresponds to an
inverted insertion of the p11p15.4 bands into the DDX10 locus

on 11q22. For patients 2 and 3, RT–PCR amplified a NUP98
exon14/DDX10 exon 7 transcript fusion (Figure 2a). These
NUP98/DDX10 fusion genes were associated with an acute
monocytic leukemia (patient no. 3), an acute myelomonocytic
leukemia (patient no. 4), a therapy-related MDS (patient no. 2)
and a therapy-related AML (patient no. 70).

A translocation t(4;11)(q21;p15) was observed in patients 4
and 66, both having an T-ALL. By dual color FISH experiments,
only interphase nuclei could be analysed in these two patients.
Figure 1h shows the signals observed: one red signal coming
from the normal RAP1GDS1 locus hybridization, two green
signals and a colocalized signal. As the two BACs chosen for
RAP1GDS1 detection cover the middle and the 30 part of the
gene and because the classical RAP1GDS1 t(4;11) breakpoint is
located in intron 1, we deduced that the signal colocalization
represented the NUP98/RAP1GDS1 fusion gene located on the
der(11). This was confirmed by specific RT–PCR experiments
that showed a NUP98/RAP1GDS1 transcript fusion in both
patients (Figure 2a). As a result of material degradation, we
could not sequence patient 66 amplification product.

A translocation t(11;20)(p15;q11) was found in two patients:
patient 15 with an AML without maturation and patient 16 with
a therapy-related AML. Dual color FISH showed a double
colocalization signal indicating a NUP98/TOP1 and its recipro-
cal TOP1/NUP98 fusion (Figure 1i). RT–PCR confirmed this
result in patient 15 (Figure 2a).

Patient 5 having a biphenotypic acute leukemia (BAL)
presented a t(5;11;12)(q35;p15.4;q24) translocation. FISH could
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Primer Oligonucleotide sequence (5'  -3')  Gene

NUP98-1 ((forward)   GGAGTAACCCAAGCCTCACAGC  NUP98
NUP98-2 (forward) CTACGACAGCCACTTTGGG NUP98
NUP98-3 (forward) ATTTGGTACAACCAGTGGC NUP98
NUP98-4 (forward) GGGAACAACCAACCTAAGA NUP98
NUP98-5 (forward) TGGAAGTAAACCAGCACCTG NUP98
NUP98-6 (forward)   TCTTGGTACAGGAGCCTTTG NUP98
RAP1GDS1 (reverse)  TGCAGGAAGACTGTGGAGTC RAP1GDS1
NSD1 (reverse) TCCAAAAGCCACTTGCTTGGC NSD1
NSD3 (reverse) GACATGATATTCTCGGGCA NSD3
HOXA9 (reverse) GGGCACCGCTTTTTCCGAGT HOXA9 
HOXA11 (reverse) CGCTGGAGTCTTAGAGGAGTGG HOXA11
HOXA13 (reverse)  CGTGGCGTATTCCCGTTTCAAGTTC HOXA13
DDX10 (reverse)   GCTGCAGCTCACAGACTATG DDX10
TOP1 (reverse) CACTTGATGCCTTCAGGAT TOP1

a b

c

Figure 2 PCR experiments. (a) RT-PCR: Patient 15: NUP98 exon13/TOP1 exon 8: tgtcagaccctaagaagaaggaagag – gatggtaaattgaaaaaacccaagaa.
Patient 70 and No 3: NUP98 exon 14/DDX10 exon 7: gccaatggagcattcatgcccaa – cacccctgccactttggaaca. Patient 12: NUP98 exon 12/HOXA9
exon 2: tttggagccccccaggccccagtag – ttgatagaaaaaacaacccagcgaa. Patient 1: NUP98 exon 11/RAP1GDS1 exon 2: gggcttggtggtgcaggatttggaacag –
atacggaaacaagtgaaaaaatcaa. (b) Quantitative RT-PCR: Detection of NUP98/NSD1 fusion (curve with dots) and NUP98/NSD3 fusion (curve with
squares). (c) Oligonucleotide primer sequences: NUP98-1 was used for the amplification of NUP98/HOXA9, NUP98/HOXA11 and NUP98/
HOXA13; NUP98-2 was used for the amplification of NUP98/TOP1; NUP98-3 was used for the amplification of NUP98/RAP1GDS1; NUP98-4
was used for the amplification of NUP98/DDX10; NUP98-5 was used for the amplification of NUP98/NSD3and NUP98-6 was used for the
amplification of NUP98/NSD1.

Screening NUP98 rearrangements using FISHSP
Romana et al

4

Leukemia



Table 1 Clinical and cytogenetic characteristics of 96 patients with rearrangements involving NUP98

Age Sex ATCD Treatment Disease Karyotype Partners References

23 M T-ALL 46,XY,t(10;11)(q25;p15) adducin 3 Lahortiga et al.32

60 F Sézary I-TOPOII Therapy-related AML 46,XX,t(10;11)(q24;p15) [9]/47,idem,-12,+mar1,+mar2 [6] adducin 3 GFCH
0.08 M Acute monocytic leukemia 46,XY,ins(11)(p11q23) [14]/46,XY [2] DDX10 GFCH
60 F Acute myelomonocytic leukemia 46,XX,inv(11)(p11q23),del(12)(p13) [20] DDX10 GFCH
6.4 M AML nondetermined 46,XX,inv(11)(p15q22.3)[3]/46,XY, idem, + others DDX10 Nebral et al.27,38

7 M AML with multilineage dysplasia 46,XY,inv(11)(p15q22)[20] DDX10 Arai et al.18

14 M AML without maturation 47,XY,inv(11)(p15q22),+21[16] DDX10 Arai et al.18

58 M CML-BC 46,XY,t(9;22), t(9;11)(p22;p15) DDX10 Yamamoto et al.19

18.3 M APL N Therapy-related AML 46,XX,inv(11)(p15q22.3) DDX10 Nebral et al.27,38

47 F BK I-TOPOII Therapy-related AML 46,XY,inv(11)(p15q22)[17]/46,XX[6] DDX10 GFCH
4 F ALL I-TOPOII Therapy-related AML 46,XX,inv(11)(p15q22.3) [16] DDX10 Arai et al.18

51 M K I-TOPOII Therapy-related AML 46,XY,inv(11)(p15q22) DDX10 Ikeda et al.20

61 M NHL I-TOPOII Therapy-related AML 46,XY,t(3;5)(p13;q35),inv(11)(p15q22)[9]/4+66,XY [1] DDX10 Arai et al.28

55 F BK Other Therapy-related MDS 46,XX,t(11;11)(p15;q22) [9]/46,XY [11] DDX10 GFCH
50 M ? I-TOPOII Therapy-related MDS 46, XY,inv(11)(p15q22) DDX10 Nakao et al.21

74 F Acute myelomonocytic leukemia 46,XX,t(7;11)(p15;p15) [19]/46,XX [1] HOX A GFCH
80 F Acute myelomonocytic leukemia 46,XY,t(7;11)(p15;p15) [18]/46,XY [2] HOX A GFCH
55 M Acute myelomonocytic leukemia 46,XY,t(7;11)(p15;p15) [20] HOX A GFCH
46 M AML with maturation 46,XY,t(7;11)(p15;p15) [9]/46,XY [3] HOX A GFCH
47 M AML with maturation 46,XY,t(7;11)(p15;p15) [21]/46,XY [1] HOX A GFCH
77 M MZL Other Therapy-related AML 46,XY,t(7;11)(p15;p15) [20] HOX A GFCH
58 F CML Ph1- 46,XX,t(7;11)(p15;p15) HOXA11 Suzuki et al.54

57 F AML with maturation 46,XX,t(7;11)(p15;p15) HOXA13 Taketani et al.55

41 F Acute myelomonocytic leukemia 46, XX, t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Huang et al.42

58 F AML nondetermined 46, XX, t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Fujimura et al.56

30 F AML with maturation 46, XX, del(5)(q31q35)der(11)t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Huang et al.42

36 F AML with maturation 46, XX, t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Huang et al.42

36 M AML with maturation 47, XY, t(7;11)(p15;p15), r(12) HOXA9 Huang et al.42

41 M AML with maturation 46,XY,t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Kwong and Pang43

52 M AML with maturation 46,XX,t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Kawakami, 2002
76 F AML with maturation (M2) 46,XY, t(7;11;13;17) HOXA9 Lahortiga et al.5

69 F AML with multilineage dysplasia 46,XX,t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Hatano et al.57

27 M CML-BP 46,XY,t(7;11)(p15;p15),t(9;22)(q34;q11.2) HOXA9 Yamamoto et al.19

45 M Acute myelomonocytic leukemia 46, XY, t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Morris et al.58

53 F CML-BP 46,XY,t(7;11)(p15;p15),t(9;22)(q34;q11.2) HOXA9 Ahuja et al.59

45 M CMML 46,XY,t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Hatano et al.57

31 M CMMoL (LMMC) 46, XY, t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Wong et al.60

2 M ALL I-TOPOII Therapy-related AML 46, XY, add(6)(p21),t(7;11)(p15;p15) HOXA9 Nishiyama et al.44

45 M Acute monocytic leukemia 46,XY,t(11;12)p15;q13)[9]/46,XX[11] HOXC11 Gu et al.61

22 F AML with maturation 46,XX, t(11;12)(p15;q13)[10]/46,XX[3] HOXC11 Gu et al.61

45 F AML with maturation 46,XX,t(11;12)(p15;q13) HOXC11 Gu et al.61

14 M AML without maturation 46, XY,t(11;12)(p15;q13) HOXC11 Taketani et al.55

47 F AML with maturation 46,XX,t(11;12)(p15;q13) HOXC13 Panagopoulos et al.62

57 F AML with maturation 46,XX,t(11;12)(p15;q13) HOXC13 La Starza et al.63

39 F H Other Therapy-related AML 46,XX,t(11;12)(p15;q13),t(17;21)(q11;q22) HOXC13 Kobzev et al.4

15 M Acute myelomonocytic leukemia 46,XY, t(2;11)(q31;p15) HOXD11 Taketani et al.55

0.8 F Acute myelomonocytic leukemia 46,XX, t(2;11)(q31;p15)[18]/46,XX[2] HOXD13 Shimada et al.64

62 M Acute myelomonocytic leukemia 46,XX, t(2;11)(q31;p15) HOXD13 and NF1 Arai et al.28

15 F CML 46,XX, t(2;11)(q31;p15), t(9;22)(q34;q11q32) HOXD13 Kobzev et al.4

10 M ALL-B I-TOPOII Therapy-related AML 46,XY, t(2;11)(q31;p15) HOXD13 Raza-Egilmez, 1998
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60 F AML with maturation 46,XX, t(9;11)(p22;p15) LEDGF Hussey et al.9

5 F AML with maturation 46,XX,T(9;11)p22;p15) LEDGF Morerio et al.11

52 M AML without maturation 46,XY,t(9;11)(p22;p15) LEDGF Ahuja et al.8

29 M CML accelerated 46,XY,t(9;22), inv(p15q22)(15) LEDGF Grand et al.10

3 F MDS 46, XX, t(3;11)(q12.2;p15) NP3 GFCH
36 F T-ALL III My+ CD10- 46,XX,t(3;11)(q12.2;p15),del(12)(q14;q24) [17]/46,XX [2] NP3 GFCH
5 F Acute megakaryoblastic leukemia 46, XX,t(6;11)(q24.1;p15.5) C6ORF80 Tosi et al.29

26 M T-ALL II CD10+ 46,XY,t(6;11)(q21-22;p15),add(12)(p13) [17]/46,XY [3] C6ORF80 GFCH
74 F Acute myelomonocytic leukemia 46,XX,t(7;11)(p15;p15) [26]/46,XX [4] NP7 GFCH
73 F BK I-TOPOII Therapy-related AML 46,XX,t(5;12)(q11;p13) [7]/46,idem,add(4)(q11),add(11)(p15),der(17)t(4;17)(q11-12) [10] NPX GFCH
3 M Acute myelomonocytic leukemia 46,XY,del(5q) NSD1 Jaju et al.65

3 F AML with maturation 46,XX,del(5q) NSD1 Jaju et al.65

4 M AML with maturation 46,XY,del(5q) NSD1 Cerveira et al.66

5 M AML with maturation 46,XY NSD1 Brown et al.14

12 M AML with maturation 46,XY,del(5q) NSD1 Jaju et al.65

3.9 F AML with maturation (M2) 46,XX,t(1;18)(q32;q21),del(11)t(5;11)(q35;q15) NSD1 Nebral et al.27,38

14 F AML without maturation 46,XX NSD1 Panarello et al.13

18 F AML without maturation 46,XX NSD1 Brown et al.14

55 M Biphenotypic leukemia 46,XY,t(5;11;12)(q35;p15;q24) NSD1 GFCH
65 M MDS 46,XY, add(11)(p15) NSD1 La straza et al.15

65 F AML without maturation 46,XX, t(8;11)(p11;p15) NSD3 Rosati et al.17

70 F BK I-TOPOII Therapy-related MDS 46,XX,t(8;11)(p11;p15),add(16)(q22) NSD3 GFCH
42 M CML accelerated 46,XY,t(1;11)(q21;p15),t(9;22)(q34;q11)[30] PRRX1 Kobzev et al.4

44 F BK I-TOPOII Therapy-related AML 46,XX,t(1;11)(q25;p15)[17]/46,XX[3] PRRX1 Kobzev et al.4

53 M NHL Other Therapy-related AML 46,XY,t(1,11)(q23 ;p15),add(7)(q22) PRRX1 Nakamura et al.6

45 M Vaquez alkylant Therapy-related AML 47,XY,der(5)t(5;11)(q35;q13),add(11)(p15),+mar [5]/48,idem,+marx2 [10] PRRX2 GFCH
65 F NHL-B I-TOPOII Therapy-related AML 46,XX,t(9;11)(q34;p15) PRRX2 Gervais et al.7

16 F T-ALL 47,XX,t(4;11)(q21;p15),+ 8 RAP1GDS1 Mecucci et al.31

18 M T-ALL 46,XY,t(2;21)(q11;q11), t(4;11)(q21;p15)[15]/46, XY[6]. RAP1GDS1 Yuri 2004
21 M T-ALL 46,XY,t(4;11)(q21;p15), +2mar RAP1GDS1 Hussey et al.30

25 F T-ALL 46,XX, t(4;11)(q21;p15), del(12)p13), + del(13)(q12q14) RAP1GDS1 Hussey et al.30

38 F T-ALL 47,XX,t(4;11)(q21;p15),+mar RAP1GDS1 Cimino et al.67

49 M T-ALL 46,XY,t(4;11)(q21;p15), del(5)(q12q14) RAP1GDS1 Hussey et al.30

19 M T-ALL II CD10- 46,XY,t(4;11)(q21;p15) [3]/46,XY [19] RAP1GDS1 GFCH
10 F T-ALL II CD10+/CD117 46,XX,t(4;11)(q21;p15) [10]/46,XX [3] RAP1GDS1 GFCH
29 F Acute monocytic leukemia 46,XX, t(11;20)(p15;q11) [10] TOP1 Chen et al.26

2 F AML with maturation 46,XX,del(4)(q?13q?21),t(11;20)(p15;q11)[20] TOP1 Kobzev et al.4

16 F AML with maturation 46,XX, t(11;20)(p15;q11) [23]/46,XX [3] TOP1 Potenzal et al.23

48 F AML with maturation 46,XX, t(11;20)(p15;q11) [20] TOP1 Iwase et al.24

11 F AML without maturation 46,XX,t(11;20)(p15;q11) [27] TOP1 GFCH
56.5 F N Therapy-related AML 46,XY, t(11;20)(p15;q11) [16]/45,idem,-21 [4] TOP1 Nebral et al.27,38

51 F BK I-TOPOII Therapy-related AML 46,XX,t(11;20)(p15;q11) [19]/46,XX [1] TOP1 GFCH
15 M NHL I-TOPOII Therapy-related AML 46,XY, t(11;20)(p15;q11) [17]/45,idem,-5 [3] TOP1 Ahuja et al.8

60 F K Colon Other Therapy-related AML 46,XX,t(10;20;11)(q24;q11;p15)[24]/46,XX[1] TOP1 Panagopoulos et al.62

4 F ALL I-TOPOII Therapy-related MDS 46,XX, t(11;20)(p15;q11) TOP1 Ahuja et al.8

63 M Acute monocytic leukemia 46,XY,t(3;11)(p24;p15) TOP2 Nebral et al.27,38

The study includes a total of 96 patients: 23 NUP98 described in this study (designed in the table as GFGH) and 73 patients described in the literature all carrying a NUP98 disruption.
NP3, NPX and NP7¼putative gene fused to NUP98, respectively, by the t(3;11)(q12.2; p15), the t(X;11)(q28;p15) and the t(7;11)(p15;p15).
APL¼Acute promyelocytic leukemia; BK¼breast cancer; ALL¼ acute lymphoblastic leukemia; K¼ cancer; MZL¼marginal zone B-cell lymphoma; H¼Hodgkin’s disease; NHL¼ non-Hodgkin’s
lymphoma; I-TOPOII¼DNA topoisomerase II poison.

Table 1 Clinical and cytogenetic characteristics of 96 patients with rearrangements involving NUP98

Age Sex ATCD Treatment Disease Karyotype Partners References

Screening
N

U
P98

rearrangem
ents

using
FISH

SP
Rom

ana
etal

6L
e
u

ke
m

ia



not be performed but RQ–PCR revealed a NUP98/NSD1 fusion
transcript (Figure 2b).

Emerging recurrent chromosomal rearrangements. Four
translocations can now be classified as recurrent abnormalities
since we add a second example to a chromosomal rearrange-
ment reported previously.

A t(8;11)(p11.2;p15. 4) translocation described once by Rosati
et al.17 in 2002, was detected in patient 13 and was associated
with a therapy-related MDS. This suggested a NUP98/NSD3
fusion that was confirmed by RQ–PCR (Figure 2b).

A t(10;11)(q24;p15) translocation described by Lahortiga
et al.32 was found in patient 14 who had a therapy-related
AML. With dual color FISH we could demonstrate a NUP98/
ADD3 fusion. Indeed, a colocalization of the NUP98 and the
ADD3 probes was seen on the der(11). However, no coloca-
lized signal was detected on the der(10) because of the lack of
the ADD3 signal on this chromosome. We deduced that the
der(10) was bearing a 50ADD3 gene deletion (Figure 1j).

A t(9;11)(q34;p15) translocation first described in 2005 by
Gervais et al.,7 was found in patient 18 suffering from a therapy-
related leukemia. We used a BAC spanning the PRRX2 gene
locus in dual color FISH experiments with the ‘NUP98 probe’
and we detected a double colocalization signal on the two
derivative chromosomes indicating a NUP98/PRRX2 fusion
(Figure 1k)

A t(6;11)(q21–22;p15) translocation was detected in patient
19 with T-ALL. We found that the BAC RP11-900M13 contain-
ing the C6orf80 gene locus was split by the translocation. Dual
color FISH experiments with the ‘NUP98 probe’ and BAC RP11-
900M13 detected a double colocalization indicating a recom-
bination between the two genes and relocalized the chromo-
somal 6 breakpoint to 6q24.1 (Figure 1l). Southern blot analysis
demonstrated a fusion between NUP98 intron 13 and C6orf80
intron 2 and a specific RT–PCR amplified a fusion between
NUP98 exon 13 and C96orf80 exon 2 (A Petit, personal
communication). Although this analysis was in progress, Tosi
et al. described recently the same fusion gene in a patient who
presented with an acute megakaryocytic leukemia (AML-M7).29

New chromosomal rearrangements invloving
NUP98. Finally, two new translocations disrupting the
NUP98 locus were found in the present study: a
t(3;11)(q12.2;p15.4) translocation in two patients, with T-ALL
(patient 20) and a MDS (patient 71), and a t(X;11)(q28;p15)
translocation in patient 17 having a therapy-related AML. This
patient showed a t(5;12) as the only one chromosomal
abnormality observed in the stemline and an add(11)(p15)
chromosome in two sidelines. FISH with the ‘NUP98 probe’
showed a split NUP98 signal with one signal on the der(11)
chromosome and one on a chromosome that looked like a
chromosome X on the basis of the DAPI inverted image. To
prove that it was a t(X;11) translocation, we cohybridized the
NUP98 probe with an Xq telomeric probe. We observed two
Xqtel signals, one on the nonrearranged chromosome X and one
colocalized with the splitted NUP98 probe signal on the der(11)
chromosome. Two other NUP98 probe signals were observed
on the nonrearranged chromosome 11 and on the der(X)(qtel)
chromosome (Figure 1m). This combination of signals was
observed in every mitosis studied. We deduced that patient 17
carried a semicryptic t(X;11)(q28;p15) translocation present in
all leukemic cells.

Discussion

FISH analysis of 66 patients with hematological malignancies
associated with a chromosome 11p15 anomaly, allowed us to
detect 23 (35%) patients carrying a chromosome 11 anomaly
involving the NUP98 gene and 12 other loci from various
chromosomes. The percentage of NUP98 rearrangements
detected in our series is similar to the results observed in a
recent study using FISH on patients selected on the presence of
11p13–p15 rearrangements (five patients out of 14: 35%).38 It is
higher than the frequency observed by Kobzev et al.4 where
seven out of 46 patients studied (15%) had a NUP98 anomaly.
As expected, several rearrangements such as those recombining
NUP98 with HOXA cluster locus, DDX10, TOP1 and
RAPAGDS1 were also observed in the present study. Four trans-
locations t(10;11)(q24;p15), t(6;11)(q24;p15), t(9;11)(q34;p15)
considered unique previously and t(8;11)(p11.2;p15) are now
emerging as recurrent rearrangements. An unusual rearrange-
ment of NUP98 was observed in a patient with a
t(7;11)(p15;p15) translocation but no fusion with any of HOXA
genes. This abnormality, resembling the one reported by
Takeshita et al.39 in 2004, suggests the existence of alternative
breakpoints on chromosome 7. Finally, two new translocations
were identified. One involved the NUP98 gene and band
3q21 (two cases). The other one involved band Xq28.
The molecular characterization of these chromosomal rearran-
gements is ongoing.

This study confirms that NUP98 is the target of many
chromosomal abnormalities and that, contrary to previous
claims, various NUP98 disruptions are found in Caucasians as
well as in Asian populations.40–43

The incidence of chromosome-associated NUP98 rearrange-
ments observed in patients with various hematopoietic malig-
nancies16,38,43,44 is low (1–2%). In comparison, other genes
such as MLL, RUNX1 and TEL/ETV6 rearrange frequently in
hematological malignant disorders. Owing to this low inci-
dence, it appeared useful to pool the data of our 23 patients to
those observed on 73 patients reported the literature (Table 1).
Some conclusions can be drawn from the data obtained from
this sample of 96 patients.

General cytogenetic characteristics of hematopoietic
malignancies associated with a NUP98 fusion gene
All karyotypes of the 96 patients with a NUP98 fusion were
simple, that is, with no more than three chromosomal
abnormalities before clonal evolution. This is true even in
therapy-related AML and MDS patients whose karyotypes are
often complex. In contrast, 24 of the 43 patients of this study
who did not carry a NUP98 fusion presented a complex
karyotype.

As the NUP98 locus is located 3 Mb from the 11p telomere,
some NUP98 rearrangements are cryptic (for example the
t(5;11)(q34;p15) translocation) or subtle (for example the
t(X;11)(q28;p15) translocation). The true incidence of chromo-
some rearrangements involving the NUP98 locus may be
underestimated at the present time. Screening other patients
using FISH should unravel other rearrangements involving
NUP98.

General clinical-hematological data in patients with
a NUP98 fusion gene
Eighty percent of the 96 patients with disruption of the NUP98
gene have AML or MDS. Three quarters occurred de novo and
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one quarter were therapy-related AML or MDS. The de novo
AML group is mainly composed of AML with maturation (AML-
M2) (60%) and myelomonocytic leukemia (AML-M4) (about
20%). Only 8% of the patients were suffering from MDS (4% de
novo and 4% therapy related). Interestingly, 12% were
associated with a T-ALL. Also, no B-lymphoid proliferation
was associated with a disruption of the NUP98 gene.

The NUP98 gene partners can be classified in
three groups
As far as we know, already 19 genes are described as fused to
NUP98 in various hematopoietic malignancies. The most
common NUP98 gene partners are the HOX gene family,
DDX10, the NSD gene family, the Topoisomerase (TOP1 and
TOP2B) genes and RAP1GDS1. All these genes have been
reported to fuse with NUP98 at least eight times (Table 1).
According to the clinico-hematological data, we propose to
subclassify these genes in three groups.

The first group is composed of genes that are mainly
associated with de novo myeloid malignancies. It comprises
the HOX and the NSD genes. Indeed 33 of 37 (90%) of NUP98/
HOX fusions and 11 of 12 (90%) of NUP98/NSD fusions were
found in de novo myeloid malignancies. The contribution of
each HOX gene as well as the NSD1 and NSD3 genes in
NUP98/HOX and NUP98/NSD fusions are indicated in Table 1.
Patients with NUP98/HOX fusions tend to be older than patients
with NUP98/NSD fusions (6/37 and 8/12 younger than 20 years,
respectively). Interestingly, in both translocations, most of the
translocation breakpoints lie within introns 11 or 12 (Figure 3).

Both HOX and NSD genes are involved in morphogenetic
processes occurring during embryogenesis. The HOX genes
form a complex system playing a major role in the organization
of the antero-posterior axis and segmentation of the body. In
addition to their role during embryogenesis, it has been
demonstrated that HOX genes are involved during normal
hematopoiesis.45–48 The NUP98/HOX fusion generates an
hybrid protein with an homeodomain fused to the GLFG
domain of NUP98. In mouse models, the Nup98/Hox fusion
proteins have transforming potentialities49,50 dependent on the
integrity of the HOX homeodomain. The FG repeats of the

Nup98 moiety are also essential to provide these transforming
properties presumably through the recruitment of transcriptional
coactivators such as CBP/p300.36 NSD1 and NSD3 encode (as
NSD2) a nuclear-receptor set domain proteins. Constitutional
haploinsufficiency of NSD1 and NSD2 induces congenital
malformations, respectively Sotos51 and Wolf-Hirschhorn
syndromes.52 The N-terminal part of NSD protein contains
a nuclear receptor interactive domain. The middle and the
C-terminal part contain five PHD domains and a SET domain, as
in the Trx and polycomb proteins, two protein families known
for their role in the regulation of HOX gene expression during
embryogenesis. However, the precise role of NSD proteins
either during embryogenesis or during hematopoiesis are still
unknown. In the majority of NUP98/NSD fusions studied, the
breakpoints are located in intron 12 of NUP98 (6/8), in intron 5
of NSD1 and in intron 3 of NSD3. The hybrid protein contains
the N-terminal GLFG Nup98 domain fused to almost the entire
NSD protein except its nuclear receptor interactive N-terminal
domain. The precise role of these fusion proteins during the
leukemic processes remains to be investigated.

The second group is composed of genes that are often
associated with therapy-related myeloid disorders. It comprises
the TOP family genes (TOP1 and TOP2), and DDX10. Indeed,
seven of 13 cases of NUP98 fusions with DDX10 and five of 10
fusions with TOP1 are found in therapy-related myeloid
disorders. Together, they account for 25% of NUP98 partners,
14% (13/96) for DDX10 and 11% (11/96) for TOP1 and TOP2B
(Table 1). In half of the patients with NUP98 gene fusion the
hematologic disorder occurs in young patients, that is, less than
20 years old. Surprisingly, nine of 10 patients with a NUP98/
TOP1 fusion were females. Interestingly, In fusions involving
these genes, the breakpoints localisation within NUP98 are
nonrandom (Figure 3). They were located within intron 13 of the
NUP98 gene in all cases of NUP98/TOP1 fusions and mainly in
intron 14 (10 patients, and only one in intron 12) in NUP98/
DDX10 fusions. Genes of this group are all involved in
unwinding and relaxing nucleic acid molecules.

The third group has only one member, the RAP1GDS1 gene
which is involved in T-ALL (all the eight cases reported until
now). NUP98/RAP1GDS1 fusions represent 9% (8/96) of the
NUP98 fusion genes (Table 1). Half of these patients are less 20
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years old. There is no sex ratio deviation. In contrast to gene of
group 1 and 2, the RAP1GDS1 gene codes for smgGDS, a
cytoplasmic protein belonging to the Armadillo (ARM) family
proteins. SmgGDS promotes guanine nucleotide exchange by
small GTPases like Rac1 and RhoA. In this way, it interferes with
the regulation of the actin assembly associated with membrane
ruffling.53 Different kinds of fusion transcripts can be generated
by the t(4;11)(q21;p15) translocation. Until now, seven patients
have been studied at the molecular level. The localisation of the
breakpoints was always within the intron 1 of RAP1GDS1 gene
and intron 12 (five of the seven patients), intron10 (one)30 and
intron 11 ( one of our cases) (Figure 3) of the NUP98 gene. All
these fusion transcripts encode a chimeric protein composed in
its N-terminal part of the GLFG Nup98 domain and the entire
protein smgGDS except its initial methionine. To date the
involvement of Nup98/smgGDS in the leukemic process has not
been proven in any experimental model.

The three groups represent altogether 86% of the NUP98
fusions known today. The other 14% involved the PRRX,
LEDGF, ADD3 and C6orf80 genes. It is too early to class them in
one of the groups delineated above.

In conclusion, the validity of the classification of NUP98
fusions proposed here remains questionable until more data are
obtained on the function of the genes involved. If specific
pathways are correlated with some fusions or common to all
of them remains an open question. The use of microarray
technology will help to answer this question. Two major
conclusions may be drawn from the present study. Firstly,
owing to their cryptic nature, there are probably further
rearrangements which remain to be detected by cytogenetic
and FISH methods. The detection of any new gene fusion and
the analysis of its consequences will contribute to our under-
standing of the role of NUP98 fusion genes. Secondly, the GFCH
study included any hematopoietic disorders associated with a
11p15 abnormality. Only 23 exhibited a NUP98 rearrangement.
Analysis of patients with a 11p15 rearrangement not involving
NUP98 deserves further studies.
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B. Article 2 

NUP98-NSD1 fusion by insertion in acute myeloblastic leukemia. 

Petit A, Radford I, Waill MC, Romana S, Berger R. Cancer Genet Cytogenet. 2008 Jan 1;180(1):43-6. 

 

 Certaines translocations, survenant dans les régions sub-télomériques des 

chromosomes, sont difficiles à visualiser par les techniques de caryotype standard. Ces 

translocations à caryotype normal sont dites « cryptiques ». Leur identification nécessite 

d‟autres méthodes d‟exploration, comme la technique de FISH (fluorescent in situ 

hybridization).  

 Par ailleurs, certaines fusions peuvent avoir des présentations cytogénétiques 

différentes. 

 La translocation t(5;11)(q35;p15.4), résultant de la fusion du gène NUP98 et du gène 

NSD1, a été initialement décrite comme une translocation cryptique, ou associée à une 

délétion du bras long du chromosome 5.  

 L‟étude du caryotype médullaire de ce patient de 4 ans, traité pour une LAM-M2, 

montrait plusieurs anomalies : 46,XY,add(5)(q35),del(9)(q22q32),del(11)(p13). Par 

l‟utilisation de la technique de FISH, j‟ai pu mettre en évidence, une fusion NUP98-NSD1 

originale. Le gène NUP98, situé nativement en 11p15, est transloqué et inséré au locus de 

NSD1 sur le chromosome 5, en interrompant ce gène. 

 Cette description apporte une information sur un mécanisme de fusion différent, 

permettant d‟optimiser l‟identification de telles anomalies cytogénétiques impliquant le gène 

NUP98.  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/18068532


Cancer Genetics and Cytogenetics 180 (2008) 43e46
Short communication

NUP98eNSD1 fusion by insertion in acute myeloblastic leukemia

Arnaud Petita,b, Isabelle Radforda,b,c, Marie-Christine Waillc, Serge Romanaa,b,c,*,
Roland Bergera,b

aNational Institute of Health and Medical Research (INSERM), EMI 0210, Necker Pediatric Hospital, 149 rue de Sèvres, 75015 Paris, France
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Abstract A case of NUP98eNSD1 gene fusion resulting from the insertion of a subtelomeric part of chro-
mosome 11p15.4 within the subtelomeric part of 5q35 was detected in a child with acute myelo-
blastic leukemia. This new case illustrates the importance of using fluorescence in situ
hybridization followed by reverse transcriptaseepolymerase chain reaction techniques to detect
abnormalities involving subtelomeric chromosomal regions. � 2008 Elsevier Inc. All rights
reserved.
1. Introduction

The promiscuous gene NUP98, which encodes a 98-kD
protein of the nucleoporin complex, is fused to at least 21 dif-
ferent fusion gene partners in chromosomal rearrangements
seen in various hematopoietic disorders [1,2]. The NUP98
11p15.4, at 3,6 Mb of the telomere of the short arm of chro-
mosome 11. Gene fusions resulting from cryptic transloca-
tions involving the NUP98 locus and another partner gene
can be expected from this chromosomal localization. Trans-
location t(5;11)(q35;p15.4), resulting in gene fusion of
NUP98 and NSD1, was initially described as a cryptic trans-
location associated with deletion of the chromosome 5 long
arm occurring in de novo childhood acute myeloid leukemia
[3]. Other karyotypic abnormalities, however, may be associ-
ated with NUP98eNSD1 gene fusion. The case reported here
illustrates the variety of chromosome abnormalities that may
be associated with this gene rearrangement.

2. Case report

A 4-year-old boy was admitted in June 1997 to the pe-
diatric hematology department of the Saint-Louis Hospital
(Paris, France) for diagnosis and treatment of acute leuke-
mia discovered on the basis of blood abnormalities detected
for unexplained asthenia and weight loss. Hematological
data included white blood cell count of 3.4 � 109/L with

* Corresponding author. Tel.: þ33(0)-1-42.19.26.33; fax: þ33(0)-1-

.42.19.27.40.

E-mail address: serge.romana@nck.aphp.fr (S. Romana).
0165-4608/08/$ e see front matter � 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.cancergencyto.2007.09.007
12% blast cells. Bone marrow was hypercellular with
32% hemoblasts, 1% promyelocytes, 2% myelocytes, 7%
metamyelocytes, 5% neutrophil polymorphonuclears, 1%
eosinophils, 3% monocytes,8% lymphocytes, and 41%
erythroblastic cells, with presence of abnormal megakaryo-
cytes. The diagnosis was acute myeloblastic leukemia,
AML-M2 in the FrencheAmericaneBritish nomenclature,
with abnormalities of erythroblastic and megakaryocytic
lineages (AML with maturation and multilineage dyspla-
sia). The karyotype, based on 24- and 48-hour bone marrow
and blood cultures, was 46,XY,add(5)(q35),del(9)(q22q32),
del(11)(p13)[14]/46,XY[4] (Fig. 1A).

Complete remission was achieved in October 1997 with
polychemotherapy, but in December 1997 bone marrow
examination showed 4% blast cells. The banded karyotype
from 24- and 48-hour bone marrow cultures was 46,XY,
add(5)(q35),del(9)(q22q32),del(11)(p13)[9]/46,XY[22]. In
February and March 1998, the bone marrow was still
abnormal, with 22% blast cells, 16% cells of granulocytic
lineage, presence of megakaryocytes, and 28% erythroblastic
cells.

3. Materials and methods

Fluorescence in situ hybridization (FISH) with whole
chromosome 11 painting probes (Qbiogene, Illkirch,
France) showed a chromosome 11 insertion within the
q35 band of chromosome 5 (Fig. 1B). Because of the chro-
mosomal localization of the insertion and the 11p deletion
detected by conventional cytogenetic study, we hypothe-
sized that the chromosome 11 insert in the chromosome 5

mailto:serge.romana@nck.aphp.fr
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Fig. 1. Cytogenetic and fluorescence in situ hybridization (FISH) studies. (A) Partial karyotype, R-banding. Arrows indicate the rearranged chromosomes 5,

9, and 11. (B) FISH with whole chromosome 5 ( green) and 11 (red ). The insertion within 5q is visualized by superimposition of green and red signals

( yellow). (C) Hybridization with bacterial artificial chromosomes RP11-120E20 and RP11-258P13 ( green) covering NUP98 and RP11-99N22 (red ) covering

NSD1 shows two normal signals on nonrearranged chromosomes 11 and 5, one signal on der(11), and cohybridization signal on der(5). The absence of co-

hybridization signal on der(11) is concordant with the insertion of part of NUP98 within der(5). (D) Normal localization of specific subtelomeric probes on

11p and 11q. (E) Schema of the (5;11) rearrangement. (a) Chromosome 11 ( green) with locus NUP98 and chromosome 5 with NSD1 locus (red ). Green

arrows indicate the direction of gene transcription; black arrows indicate the hypothetic breakpoints. (b) Derivative chromosome 5 with NUP98eNSD1

fusion. (c) Enlargement of 5q35 region on derivative chromosome.
originated from 11p and that this chromosomal abnormality
could involve the NUP98 and NSD1 genes. To test this hy-
pothesis, we performed dual FISH experiments with bacte-
rial artificial chromosome (BAC) clones RP11-120E20 and
RP11-258P13 covering the NUP98 gene and RP11-9N22
spanning the NSD1 locus (BACPAC Resources Center,
Children’s Hospital Oakland Research Institute, Oakland,
CA), with usual techniques [4]. We observed only one
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NSD1 signal located on the nonrearranged chromosome 5
and three NUP98 signals, one on the nonrearranged chro-
mosome 11, another on the deleted 11p, and a third coloc-
alizing with the NSD1 probe signal on the rearranged
chromosome 5 (Fig. 1C). This indicated the existence of
a NUP98eNSD1 or a NSD1eNUP98 fusion.

Next, we performed reverse transcriptaseepolymerase
chain reaction (RT-PCR) experiments, with primers and
techniques as defined previously [5]. A specific transcript
NUP98eNSD1 was amplified, without amplification of a re-
ciprocal transcript NSD1eNUP98. Its sequence showed the
usual in-frame fusion between NUP98 exon 12 and NSD1
exon 5 (Fig. 2). This suggests that, contrary to the classical
NUP98eNSD1 fusion coding from the der(11) of the
t(5;11)(q35;p15) translocation, the NUP98eNSD1 found
in our patient was generated by an inverted insertion of
a part of the chromosomal 11 small arm with the telomeric
breakpoint located in intron 11 of NUP98 gene. This was
confirmed by FISH experiments with telomeric 11p and
11q probes, which showed a normal localization of the
two probes on both chromosomes 11 (Fig. 1D).

3. Discussion

We report the case of a child with acute myeloblastic
leukemia and rearranged karyotype involving add(5)(q35),
del(9)(q22q32), and del(11)(p13). FISH analysis experi-
ments showed that the abnormalities of chromosomes 5
and 11 were due to an insertion of the distal part of 11p
within band 5q35 that generated an NUP98eNSD1 fusion
gene encoded by the der(5). Due to the orientation of the
two genes 50 centromeree30 telomere and their localization
to the short arm of 11 and long arm of 5, respectively, the
segment had to be inverted to allow in-frame fusion of the
two rearranged genes, as shown by PCR analysis (Fig. 1E).

Another insertion producing two in-frame chimeric tran-
scripts NUP98eNSD1 in a patient with refractory anemia
with excess of blasts has been reported [6]. In that case
the NUP98 segment was also inserted into the NSD1 locus,
but the banded karyotype showed add(11)(p15), thus dem-
onstrating NUP98 involvement. Insertions, however, are not
the most common mechanisms of NUP98eNSD1 gene fu-
sion. Some are associated with cryptic translocations with
apparently normal karyotypes [7,8], others with apparent
5q� [5,9e11]. It is thus now clear that various karyotypes
may be associated with the NUP98eNSD1 gene fusion (Ta-
ble 1). Similarly, the types of hematopoietic disorders asso-
ciated with the fusion also are diverse (i.e., AML with
maturation more often than AML without maturation, acute
myelomonocytic leukemia, myelodysplastic syndrome, and
acute biphenotypic leukemia). The abnormality more usu-
ally occurs in children than in adults and involves de novo
disorders. Because the prognostic value of the
NUP98-NSD1 NSD1-NUP98

135 pb

M H20 H20A

B

CCCCAGGCCCCAGTAGCTGTGCGGTCAGAGAAGAAACGC

Exon 12 of NUP98 Exon 5 of NSD1

PP C C

Fig. 2. NUP98eNSD1 transcript. (A) A specific 135-pb NUP98eNSD1 product is detected in bone marrow of the patient (P) at diagnosis by RT-PCR. No

amplification of reciprocal product NSD1eNUP98. C is a control with cDNA of human cell line MO7E and M is a 100-bp DNA ladder (Fermentas Inter-

national, Burlington, ON, Canada). (B) Partial nucleotide sequence of NUP98eNSD1 transcript shows in-frame fusion joining nucleotide 1749 of NUP98 to

nucleotide 3797 of NSD1. The Ensembl transcript ID ENST00000359171 for NUP98 and ENST00000355783 for NSD1 (http://www.ensembl.org).

http://www.ensembl.org
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Table 1

Cases with NUP98eNSD1 chimeric fusion

Case Sex

Age,

yr Diagnosis

Standard karyotype

abnormalities

Chimeric fusion

transcript

NUP98eNSD1 breakpoint

localization

References

NUP98e

NSD1

NSD1e

NUP98 NUP98 NSD1

1 M 12 AML-M2 del5q þ þ Exon 12 Exon 5 Jaju et al., 2001 [5]

2 F 18 AML-M1 none þ þ Exon 12 Exon 5 Brown et al., 2002 [7]

3 M 5 ALM-M2 none þ þ Exon 12 Exon 5 Brown et al., 2002 [7]

4 F 14 AML-M1 none not done not done Exon 12a d Panarello et al., 2002 [11]

5 F 4 AML-M2 del5q þ � Exon 12b Exon 5b Cerveira et al., 2003 [9]

6 M 65 RAEB add(11)(p15) þ � Exon 11/12 Exon 5 La Starza

et al., 2004 [6]

7 F 3 AML-M2 del(11)(p13) þ � Exon 12 Exon 5 Nebral et al., 2005 [10]

8 M 4 AML-M2 add(5)(q35), del(9)

(q22q32), del(11)(p13)

þ � Exon 12 Exon 5 Present case

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; F, female; M, male; RAEB, refractory anemia with excess blasts.
a By FISH only.
b The transcript products were not sequenced.
NUP98eNSD1 fusion remains to be ascertained, it is
important to recognize the abnormality in hematopoietic
malignancies, despite its low frequency [9].

The NSD1 gene (nuclear binding set-domain protein
gene 1) is localized 4 Mb proximal to the 5q telomere
and is known to be involved in two genetic disorders: Sotos
syndrome (cerebral gigantism, MIM #117550) and Weaver
syndrome (MIM #277590). It codes for the nuclear receptor
binding SET protein (NSD1), which is a histone methyl-
transferase. The NUP98eNSD1 fusion codes for a chimeric
protein containing the N-terminal FG NUP98 domain and
the NSD1 C-terminal SET domain. Wang et al. [12]
recently showed that the NUP98eNSD1 fusion prevents
repression of physiologic expression of the HOXA gene
locus by an epigenetic process. The biological conse-
quences of the NUP98eNSD1 fusion need to be studied
further, particularly considering specific treatment of the
associated diseases.
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[8] Casas S, Aventı́n A, Nomdedéu J, Sierra J. Cryptic t(5;11)(q35;p15.5)

in adult de novo acute myelocytic leukemia with normal karyotype.

Cancer Genet Cytogenet 2003;145:183.
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C. Article 3 

NUP98-HMGB3, a novel oncogene fusion. 

Arnaud Petit, Christine Ragu, Véronique Della-Valle, Marina Lafage-Pochitaloff, Gwendoline Soler, Caroline 

Schluth, Isabelle Radford, Chris Ottolenghi, Olivier A Bernard, Virginie Penard-Lacronique and Serge P 

Romana. Leukemia. 2010 Mar;24(3):654-8 

 

 L‟étude de la translocation t(X;11)(q28 ;p15) a permis l‟identification d‟un nouveau 

partenaire, le gène HMGB3. HMGB3 appartient à la famille des « High Mobility Group » 

protéines, qui sont des protéines de la chromatine non histones, capables de lier l‟ADN. Chez 

la souris, Hmgb3 intervient dans la différenciation hématopoïétique et dans le destin des 

cellules souches hématopoïétiques. 

 J‟ai étudié le pouvoir oncogénique de la fusion NUP98-HMGB3 par une double 

approche.  

 Des progéniteurs hématopoïétiques (Lin-), ont été infectés par transduction rétrovirale 

d‟un vecteur MSCV-IRES-GFP contenant la fusion NUP98-HMGB3. Les tests clonogéniques 

ont montré un faible pouvoir transformant in vitro, des progéniteurs transduits par la fusion.  

 Ces mêmes progéniteurs, greffés par injection rétro-orbitale, chez la souris irradiée 

léthalement, ont montré leur capacité hautement transformante, par induction de syndromes 

myéloprolifératifs (MDP-like leukemia, selon la classification de Bethesda), rapidement 

mortels (médiane 112 jours), transplantables chez des receveurs secondaires, développant la 

même maladie avec une médiane de 80 jours. À titre de comparaison, la fusion Nup98-

HOXA9 induit un syndrome myéloprolifératif  avec une médiane d‟environ 200 jours [120-

400]. 

 L‟étude du modèle Nup98-Hoxa9 a démontré que les leucémies induites étaient 

associées à une surexpression des gènes Hoxa, en particulier d‟Hoxa9. Pour vérifier si la 

fusion NUP98-HMGB3, dérégulait les mêmes cibles, j‟ai entrepris une étude de l‟expression 

des gènes Hoxa5, Hoxa7, Hoxa9, Hoxa10 et des cofacteurs Meis1, Pbx1 et Pbx2 sur les 

échantillons médullaires des souris malades. Cette expression a été comparée à des 

échantillons leucémiques de souris exprimant la fusion Nup98-Hoxa9. Les blastes exprimant 

le transcrit NUP98-HMGB3 expriment, plus faiblement Hoxa9 que ceux ayant la fusion 

Nup98-HoxaA9. Par ailleurs, il n‟y a pas de surexpression Meis1, suggérant que la 

transformation, induite par cette fusion, n‟entraine pas la dérégulation de l‟activité canonique 

Hoxa-Meis.  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/19956199


LETTER TO THE EDITOR

NUP98–HMGB3: a novel oncogenic fusion

Leukemia advance online publication, 3 December 2009;
doi:10.1038/leu.2009.241

NUP98 is a promiscuous gene involved in chromosomal
aberrations with more than 20 different partner genes in a
variety of human hematological malignancies.1,2 These rearran-
gements all lead to the expression of hybrid proteins that start
with the amino-terminal moiety of NUP98. This amino-terminal
domain contains multiple copies of a glycine-leucine-phenyl-
alanine-glycine core motif, known to recruit the CBP/p300
acetyltransferases.3 Evidence from overexpressions studies in
mouse bone marrow (BM) progenitors indicates that the NUP98-
fusion proteins induce leukemic transformation through the
upregulation of Hoxa genes and the Hox cofactor Meis1.
Expression of Hoxa, most frequently Hoxa7, Hoxa9 and Hoxa10
is postulated to induce a self-renewal stem cell-like program that
likely contributes to the leukemic process.4,5

High mobility group (HMG) proteins are non-histone
chromatin-associated proteins that bind to DNA with limited or
no sequence specificity. Among them, HMGB proteins are
important architectural facilitators of nucleosome remodelling
and possibly of transcription factor’s interaction with DNA (for a
review, see Travers6). The expression of the murine Hmgb3 gene
is tightly regulated during hematopoiesis and is required in early
steps of hematopoietic stem cell development in which it
regulates cell-fate decisions. It is expressed in common myeloid
and lymphoid progenitors (CMP and CLP) and except in the
erythroid cells, it must be downregulated for the proper
differentiation of both lineages to take place.7,8 Hmgb3 RNA
has recently been found to be part of an embryonic stem cell-
like transcription signature that was defined in mouse models of
mixed-lineage leukemia (MLL)-mediated leukemic transforma-
tion and was also reported to be transiently upregulated during
myeloid differentiation.9

We earlier reported the involvement of NUP98 in
t(X;11)(q28;p15) in a 73-year-old woman with therapy-related
acute myeloblastic leukemia (AML) with M4 subtype.1 Fluores-
cence in situ hybridization experiments performed on meta-
phasic chromosome of the blast cells permitted the mapping of
the translocation breakpoint on Xq28 in which only the HMGB3
gene had the correct transcription orientation (telomere to
centromere) that would allow an in-frame fusion to NUP98
(assuming a simple translocation event). Reverse transcriptase-
PCR using primers located within NUP98 and HMGB3 exons
showed the presence of NUP98–HMGB3 fusion transcript
from patient’s material and not from control complementary
DNA (cDNA) (Figure 1a). Nucleotide sequence analyses of the
fragment revealed an in-frame fusion of the exon 11 of NUP98
to the exon 2 of HMGB3 (Figure 1b). No reciprocal HMGB3–
NUP98 transcript could be detected (not show). The NUP98–
HMGB3 predicted protein is composed of the first 422
amino acids of NUP98 fused to the entire HMGB3 coding
sequence, (Figure 1b). Indeed, in the normal HMGB3 tran-
script, the first coding ATG codon is located in exon 2 after
a short untranslated sequence. In the fusion transcript, these

nucleotides accommodate a continuous reading frame from
exon 11 of NUP98 through HMGB3.

To establish the transforming properties of the NUP98–
HMGB3 fusion, murine primary BM hematopoietic progenitors
were transduced with a retroviral vector murine stem cell virus
(MSCV) co-expressing the NUP98–HMGB3 fusion cDNA and
the green fluorescent protein (GFP), a MSCV–NUP98–HOXA9
used as a reference or the empty MSCV alone as negative
control. Viral supernatants were obtained as described.10

Transduced cells were split in two and one-half was seeded
in methylcellulose medium for serial replating assays. We
observed that NUP98–HMGB3-transduced progenitors formed
moderate numbers of colonies (90% GFPþ ) until but not
beyond the third round of replating (not shown). Cells
transduced with NUP98–HOXA9 grew beyond five replating,
whereas for empty vector-transduced cells, no colony was
observed after the second replating. This indicates that
NUP98–HMGB3 is a weak oncogene in vitro. The other half
of NUP98–HMGB3-transduced cells was engrafted into sub-
lethally irradiated mice. Mice transplanted with progenitors
transduced with the empty MSCV (n¼ 3) remained free of
hematological disease up to 12 months after transplantation.
Mice engrafted with progenitors transduced with the NUP98–
HOXA9 fusion developed a myeloproliferative disease (MPD)
that progressed to AML with long latency (n¼ 2; median 250
days) consistent with previous reports11 (not shown). Mice that
received NUP98–HMGB3-transduced cells (n¼ 6) rapidly died
with a median survival of 112 days (range, 60–140 days)
(Figure 1c). They developed hyperleucocytosis, anemia with
mucous paleness and dyspnea, thrombopenia and spleno-
megaly (Figure 1d). Femurs of NUP98–HMGB3 mice were
conspicuously discolored reflecting a block in terminal erythro-
poiesis, as confirmed by fluorescence-activated cell sorting
(FACS) quantitative analyses performed on BM erythroid
progenitors (not shown). BM smears from femurs showed
cytological abnormalities that affected immature and mature
myeloid cells, suggesting a MPD-like leukemia according to the
Bethesda classification12 (Figure 1e). In agreement, when
compared with control mice, FACS analysis of NUP98–HMGB3
hematopoietic organs showed an increased number of
GFPþGr1þCD11bþ mature myeloid cells into the peripheral
blood (PB), spleen and BM of sick mice (Figure 2a).

BM progenitor populations were analyzed by FACS
(Figure 2b). The Lin�Sca1�c-KitþCD34þFcgRII/IIIhigh subset,
corresponding to the granulocyte-macrophage progenitors,13

was markedly expanded in the BM of NUP98–HMGB3 mice
compared with control mice. In contrast, the common myeloid
progenitors (CMP) and megakaryocyte-erythroid progenitors
(MEPs) populations were virtually absent (Figure 2b) indicating
that NUP98–HMGB3 expression is associated with preferential
expansion of the myelo-monocytic lineages, as observed in
several mouse models of MLL-induced leukemias.14 The
malignant nature of NUP98–HMGB3-induced hemopathy was
further established by engraftment of primary MPD cells into
secondary recipients. All engrafted mice developed an MPD-
like leukemia of similar immunophenotype (not shown) with
shorter latency than the primary disease (median survival time of
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80 days) (Figure 1c). Taken together, these results show
that NUP98–HMGB3 acts as an oncogene responsible for
a rapid and transplantable MPD-like leukemia in recipient
mice, which is associated with defects in the differentiation of
myelo-monocytic cells.

Mouse models developed to analyze the oncogenic activity of
MLL and NUP98 fusions showed the overexpression of Hoxa9
and Meis1 in blast cells;4,5,15–18 in addition, Hoxa9 and Meis1
overexpression was associated with the emergence but not the
maintenance of MLL leukemic stem cells.9 We thus measured
the expression levels of genes of the Hoxa cluster as well as the
genes encoding for the HOX cofactors Meis1, Pbx1 and Pbx3 in
BM cells from primary and secondary NUP98–HMGB3 reci-
pients. We compared these values to NUP98–HOXA9 leukemic
mice. Relative to NUP98–HOXA9, NUP98–HMGB3 BM cells
showed much weaker expression (approximately 10- to 90-fold)
of Hoxa5, Hoxa7 and Hoxa9 (Figure 2c). In contrast, roughly

similar transcription of Hoxa10 was observed in all samples,
whereas Meis1 expression was detected only in NUP98–
HOXA9 leukemic cells and Pbx3 transcripts levels were
similarly upregulated in both leukemia models compared with
control. As NUP98–HMGB3-expressing blast cells upregulate
Hoxa9 only weakly and retain wild-type levels of Meis1, we
infer that transformation mediated by the fusion does not involve
deregulated activity of the canonical Hoxa–Meis1 pathway.
These results suggest that several transformation pathways might
be involved in the leukemogenic properties of NUP98 fusions.
This would be consistent with recent work in mice. Indeed,
co-expression of the Hmgb3 Myb, and Cbx5 genes is sufficient
to induce HoxA/Meis1-independent immortalization of mouse
myeloid progenitors, pointing to a critical role for these genes
in the leukemic process.9 Thus, we suggest that the ectopic
expression of HMGB3, as a result of the fusion with NUP98, can
bypass the requirement of a concomitant Hoxa9 and Meis1
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Figure 1 Molecular breakpoint analysis of the t(X;11)(q28;p15) and bone marrow transplants (BMTs) using NUP98–HMGB3-transduced
hematopoietic progenitors. (a) A specific NUP98–HMGB3 product is detected by reverse transcriptase-PCR (RT-PCR) in the patient’s sample at
diagnosis. PCR with primers located in NUP98 exon 8 (50-TTGGCCAACAGAATCAGCAGAC-30) and HMGB3 exon 5 (50-CCGGGCAACTTTAG-
CAGGAC-30) yielded a 983-bp product. Control lane corresponds to the complementary DNA (cDNA) of the human malignant cell line MO7E.
(b) Partial nucleotide sequence of the NUP98–HMGB3 chimeric transcript shows that nucleotide 1609 (end of exon 11) of the NUP98 gene and
nucleotide 88 of HMGB3 (that is, the start of HMGB3 exon 2) are joined in frame. Schematic representation of the native and chimeric proteins,
showing the glycine-leucine-phenylalanine-glycine (GLFG) repeats and RNA binding domain of NUP98 and the two high mobility group (HMG)
boxes of HMGB3. (c) Kaplan–Meier survival plot of NUP98–HMGB3 recipients together with control (MSCV) mice. Primary recipients (NUP98–
HMGB3 IR, n¼ 6; MSCV, n¼ 3) were obtained by the injection of 5� 105 transduced Lin– cells into the retroorbital vein of sublethally irradiated
mice. Animals were killed because of signs of disease between day 54 and 141 post-transplant. Secondary recipients (NUP98–HMGB3 IIR, n¼ 4)
were obtained by the engraftment of 106 bone marrow (BM) cells from primary mice (killed at day 54 post-transplant) into sublethally irradiated
animals; they all died between day 68 and 87 post-BMT. (d) Hematological parameters of primary and secondary recipients. nPo0.05 by Mann–
Whitney test. (e) Cytological analysis of peripheral blood (PB) and BM cells, evaluated on May–Grünwald–Giemsa staining of smears and cytospin
preparations respectively showed an over-representation of mature myeloid cells in the two tissues, associated with the disappearance of the
erythroid and megakaryocytic compartments in the BM for primary NUP98–HMGB3 recipient mice compared with MSCV-transduced animals.
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Letter to the Editor

3

Leukemia



misregulation in human AML. To our knowledge, this is the first
report of a genetic alteration of an HMGB gene in human
hematological malignancies. It is also the first example of a
NUP98 leukemogenic fusion whose expression is not associated
with a strong Hoxa and concomitant Meis1 expression. Together,
the data indicate that further investigations of HMGB3-related
leukemia may facilitate the analysis of conserved ‘terminal’
mechanisms of AML uncoupled from upstream events.
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D. Etude de la fusion NUP98-CCDC28A 

 

1. INTRODUCTION 

 

 Dans le cadre du travail collaboratif du GFCH, une translocation t(6 ;11) impliquant 

NUP98 avait été identifié dans une hémopathie maligne humaine. 

 Mon travail de recherche a d‟abord consisté à caractériser cette translocation sur plan 

moléculaire afin d‟identifier le gène partenaire CCDC28A. Dans un deuxième temps, afin 

d‟étudier fonctionnellement ce gène CCDC28A de fonction inconnue, ainsi que le gène 

chimérique NUP98-CCDC28A induit par la fusion, des vecteurs rétroviraux ont été construits. 

Ces vecteurs ont permis d‟étudier in vitro et in vivo le pouvoir transformant de cette nouvelle 

fusion. 

2. MATERIEL ET METHODES 

a) Cas clinique 

 

 Un homme de 26 ans a présenté une leucémie aiguë lymphoblastique T, de novo, 

hyperleucocytaire, de type II CD10+. Le caryotype médullaire a mis en évidence une 

anomalie clonale 46,XY,t(6;11)(q21q22;p15),add(12)(p13). Le remaniement de NUP98 dans 

cette translocation a été confirmé par hybridation in situ fluorescente (FISH), en utilisant 

comme sonde deux BACs 120E20 et 258P13 couvrant le locus de ce gène (Romana et al., 

2006). Cette même translocation a été rapportée dans un cas de leucémie aigue 

mégacaryoctytaire (LAM M7) (Tosi et al., 2005). 

b) Caractérisation moléculaire de la fusion 

 

(1)  Cytogénétique moléculaire : Hybridation in situ en fluorescence (FISH) 

 
Préparation de sondes FISH par marquage direct 

 Les sondes sont préparées à partir de BACs (Bacterial Artificial Chromosome) du 

chromosome 6 (6q23-q24) (RP11-138K10, RP11-900M13, RP11-721P14)  et de deux BACs 

RP11-120E20 et RP11-258P13 situés en 11p15.4. Le BAC RP11-120E20 contient dans sa 

partie centromérique une grande partie du gène NUP98, alors que le BAC RP11-258P13 est 
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situé à environ 40 kb de l‟extrémité centromérique du BAC RP11-120E20 et ne couvre pas le 

locus NUP98. L‟ADN du BAC est extrait, selon le protocole QIAfilter Plasmid Maxi-kit 

(QIAGEN). 1 g de chaque BAC est ensuite marqué par nick-translation, selon le protocole 

recommandé par le founisseur (Vysis), en utilisant comme fluorochrome  de la fluorescéine 

12dUTP ou de la tétraméthyl rhodamine 6dUTP. Quatre cents ng de sonde marquée sont 

précipités en présence de 20 µg d‟ADN Cot1, puis repris dans 6µL de tampon d‟hybridation 

(50% formamide, 2XSSC, 0,1% SDS, 40 mM NaH2PO4/Na2HPO4). 

Hybridation 

Six microlitres de sonde sont déposés sur la zone de la lame à hybrider, recouverte 

d‟une lamelle scellée par rubber-cement. L‟ADN de la sonde et des chromosomes ou noyaux 

sont co-dénaturés sur plaque chauffante à 72°C pendant 3 minutes, puis hybridés 16 heures en 

chambre noire et humide à 37°C. Les lames sont ensuite lavées en 1XSSC pH7 à 70°C 

pendant 5 min, puis montées avec une solution de DAPI (1 µg/mL dans Vectashield) et 

recouvertes d‟une lamelle. Les images sont obtenues avec un microscope à fluorescence 

Leica, équipé d‟une caméra CCD et des filtres appropriés, puis traitées par le logiciel QFISH 

(Leica). La localisation chromosomique de chaque sonde est d'abord vérifiée par hybridation 

sur chromosomes de témoins. 

(2)  Extraction des acides nucléiques 

Un culot de 10 millions de cellules est traité par la protéinase K (100 µg/mL) dans du 

TE pH 7,4, 1% SDS et 0,5 M NaCl, à 37°C pendant 17 heures. L‟ADN est ensuite extrait 

classiquement par une solution de phénol-chloroforme, précipité à l'éthanol et repris dans du 

TE pH 8. L‟ARN total est extrait en utilisant le kit RNeasy (QIAGEN), selon les instructions 

du fabriquant. 

(3)  Southern blot  

Southern blot 

 10 µg d‟ADN génomique du patient, et d‟un donneur sain (témoin), sont digérés par 

l‟une des enzymes de restriction suivantes : BamH1, HindIII et BglII (2U/µg d‟ADN), dans le 

tampon approprié à 37°. 

L‟ADN digéré est migré sur gel d‟agarose 1%-TAE1X-BET. Le gel est ensuite traité 

successivement par HCl 0,125 M pendant 10 min, NaOH 0,5 M/NaCl 1,5M pendant 30 min et 

NaCl 1,5 M/Tris 0,5 M pH7,5 pendant 30 min. Le transfert sur membrane Hybond N+ 
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(Amersham) est réalisé dans du tampon 20XSSC. L'ADN est fixé à la membrane à 80°C 

pendant 2 heures. 

 La membrane est préhybridée dans un tampon (6XSSC, PVP 2g/L, Ficol 2g/L, BSA 

2g/L, SDS 0,2%) avec 200 µg/mL d‟ADN de sperme de saumon, puis hybridée dans le 

tampon (PVP 2g/L, Ficoll 2g/L, sulfate de dextran 100g/L, BSA 2g/L, SDS 0,2%, 6XSSC), 

en présence de la sonde radiomarquée, préalablement dénaturée à 65°C pendant 17 heures. 

 Après hybridation, les membranes sont lavées successivement : 15 min dans 

2XSSC/0,2%SDS à température ambiante, 15 min dans 2XSSC/0,2%SDS à 65°C, 30 min 

dans 0,2XSSC/0,2%SDS à 65°C et 30 min dans 0,1XSSC/0,2%SDS. 

 La membrane est révélée par autoradiographie. 

Sondes  

Les sondes utilisées (Tableau 3) pour l‟analyse de Southern blot sont des produits de 

PCR spécifiques de différents fragments de restriction des gènes NUP98 (Sondes A à L) et 

CCDC28A (Sonde CCDC28A). Les sondes sont radiomarquées au P
32

 par random priming : 

25 ng d‟ADN sonde, dénaturés préalablement,  sont incubés avec une solution de 

"multiprime" 5X (DTT 10 mM, MgCl2 25 mM, Hepes 0,5 mM, dATP 0,5 mM, dGTP 0,5 

mM, dTTP 0,5 mM, hexanucléotide 6 U DO/mL), le fragment de Klenow de l‟ADN 

polymérase I (0,15 U/µL) et de l' -dCTP- P
32 

(0,75 nmol/µL) à 37°C pendant 45 min. 

L‟excès de -dCTP- P
32

 est éliminé par filtration sur colonne G50 (Amersham). 

c) PCR  

 PCR inverse (Figure 7)  

1 µg d‟ADN génomique du patient est digéré par l‟enzyme de restriction HindIII  à 

37°C pendant 5 heures. Les fragments de restriction sont circularisés par l‟enzyme T4-ADN 

ligase (Roche) à 4°C pendant 17 heures. 

 Une PCR avec les amorces 5E et 3E (1 pmol/µl) est réalisée avec 5 µl de produit de 

digestion-ligation, dNTP (0,5 mM /µl), MgSO4 (2 mM/µl), Platinum Taq DNA polymerase 

High Fidelity (Invitrogen) (0,05U/µl), dans le tampon approprié et les cycles suivants : 4 

cycles (94°C 30 sec, 52°C 30 sec, 68°C 1 min), 4 cycles (94°C 30 sec, 50°C 30 sec, 68°C 1 
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Tableau 3: Séquences des amorces utilisées 

Pour les études génomiques, la position 1 des amorces correspond à la première base de l‟intron ou de l‟exon. Pour 

les études des transcrits, la position 1 correspond à la première base de la séquence U41815 pour NUP98, 

AY167571 pour CCDC28A. Pour les constructions, la séquence nucléotidique codant pour le peptide HA est 

colorée en bleue, et les sites de restriction ajoutés en rose. 

AMORCES POUR SONDES DE SOUTHERN 

 Amorce Séquence Gène Position 

Sonde A 10-For AGTCTAACATACTCACCTTTTGG NUP98 Exon 13 : 60-82 

10-Rev CTGCCTTATTTCAGGACTGTTG NUP98 Intron 13 : 227-248 

Sonde B 9-For CCTTGTTTTATGGGAACAGAGAC NUP98 Intron 13 : 3467-3489 

9-Rev CAAAGTGGACTGTATCACATCT NUP98 Intron 14 : 89-110 

Sonde C 1-For ATCTGCTGAAGCAGGCCCTTG NUP98 Intron 11 : 5410-5430 

1-Rev ATGGTCCACAATTTGAGAGACA NUP98 Intron 11 : 6221-6242 

Sonde D 2-For ATTCTTCCCCGTTTTACACTTCTA NUP98 Intron 11 : 7789-7812 

2-Rev GTATTTGACAACCAGGGCTCTTA NUP98 Intron 11 : 8197-8219 

Sonde E 3-For GGTAACCCACTGACTTTCTTCT NUP98 Intron 12 : 6026-6047 

3-Rev CTAGACAGGACAAGTTTGCTC NUP98 Intron 12 : 6731-6751 

Sonde F 4-For CTAGTGAAAAGATCATAGATGC NUP98 Intron 13 : 2169-2190 

4-Rev ATCTTGTCCATTCTCTTCATC NUP98 Intron 13 : 2850-2890 

Sonde G 11-For GGCAAACCAAAGAAAGTAA NUP98 Intron 14 : 5686-5704 

11-Rev AGAAACCAAAAGAAGAAGAAA NUP98 Intron 14 : 6142-6162 

Sonde H 7-For TCCTAAGCAAACCTGTTGAT NUP98 Exon 16 : 9-28 

7-Rev TTACAAAGCCAGGGAAAAT NUP98 Intron 16 : 279-297 

Sonde I 12-For TGGGTGTCCTTTGAAAATAATGTT NUP98 Intron 16 : 2003-2026 

12-Rev GGCCCAAATGTAGGAAAATGAA NUP98 Intron 17 : 86-107 

Sonde J 5-For CAGATCAGATATGGGAAGTT NUP98 Intron 10 : 1282-1301 

5-Rev AGAGACAGACACCAAGTATC NUP98 Intron 10 : 1706-1725 

Sonde K 13-For AGAAGGAAGCTGTGGACT NUP98 Intron 7 : 2743-2760 

13-Rev TCATTAAATACCCTCAACTCTT NUP98 Intron 8 : 106-127 

Sonde L 14-For GCAGGATTTGGAACAGGTAA NUP98 Exon 11 : 78-Intron 11 :4 

14-Rev GGCAGGTAGAAGGGTCAGTA NUP98 Intron 11 : 506-525 

AMORCES POUR PCR et RT-PCR 

PCR inv 5‟ AGGTGAGTATGTTAGACTATTG NUP98 Exon 13 : 56-77 

3‟ AATCCGATGTCAGACCCTAA NUP98 Exon 13 : 102-121 

Der11 F AATCCGATGTCAGACCCTAA NUP98 Exon 13 : 102-121 

R AATGCCCAGTCTCTAATCCC CCDC28A Intron 1 : 643-662 

NNP6t F GCCCCTGGATTTAATACTACGA NUP98 1492-1513 

R AGCGCCTTTGCCCTCTCC CCDC28A 633-650 

NP6NUPt F TGCGGCGGTGGCTTCTGA CCDC28A 329-346 

R AACCATAACCTTTCCGACCAAT NUP98 2392-2413 

NP6t F GGCCCCAATACCCTTCTTCTT CCDC28A 378-398 

R AGCGCCTTTGCCCTCTCC CCDC28A 633-650 

CCDC28A 

ORF 

F TACAGCTAAAGGAAGGACAGG CCDC28A 141-161 

R TCAAATCACAAGAAAGCAAACT CCDC28A 1009-1030 

CCDC28A  

Tag HA 3‟ 

F GCGGATCCATGCCGAGGGCGGAGCCA CCDC28A 174-191 

R GGCAAGCTTTCAAGCGTAATCTGGAACA

TCGTATGGGTACACGCTAGCAGAAGTAT

TTGG 

CCDC28A 978-996 

CCDC28A  

Tag HA 5‟ 

F GCGGATCCATGGTGTACCCATACGATGT

TCCAGATTACGCTATGCCGAGGGCGGAG

CCA 

CCDC28A 174-191 

R GGCAAGCTTTTAGCTAGCAGAAGTATTT

G 

CCDC28A 979-988 
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Sonde A 
5‟  3‟ 

Hind III Hind III 

NUP 98 

Séquence à caractériser 

 

5‟ 

3‟ 

               5‟                                                             3‟ 

Figure 7. Principes de la PCR inverse 

A- A- Fragment de restriction Hind III remanié contenant la fusion de NUP98 avec son partenaire sur le 

chromosome 6 dont la séquence n‟est pas connue. 

B- B- Etape de ligation, et position des amorces PCR inv 3‟ et 5‟ orientées en sens inverse. 

C- C- Etape de PCR 

 

A. 

B. 

C. 
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min), 4 cycles (94°C 30 sec, 48°C 30 sec, 68°C 1 min), 25 cycles (94°C 30 sec, 46°C 30 sec, 68°C 1 

min + 10 sec/cycle), 1 cycle 68°C 7 min. 

Le produit final est purifié par le kit High Pure PCR Product Purification (Roche) et séquencé.  

  Reverse transcription  

 2 µg d‟ARN total sont incubés dans 20 µl final, en présence de random primers (50 ng),  de 

l‟enzyme Supersript II Reverse Transcriptase (Invitrogen) (200U), de dNTP 10 mM (1µl), DTT 0,1 

M (2µl), du tampon approprié 5X (4µl) à 42° pendant 50 min. La réaction est arrêtée à 70°C pendant 

15 minutes. 

 RT-PCR quantitative 

 Les ADN complémentaires sont amplifiés  avec l‟enzyme TaqMan Universal PCR Master 

Mix (Applied BioSystem, Courtaboeuf, France) et 10 pmoles d‟amorces et de sondes. Les 

échantillons sont analysés par RT-PCR en utilisant le kit Taq gene expression assays (Applied 

Biosystems) avec les sondes suivantes: HoxA3 (Mm01326402_m1), HoxA5 (Mm00439362_m1), 

HoxA7 (Mm00657963_m1), HoxA9 (Mm00439364_m1) and HoxA10 (Mm00433966_m1). 

L‟expression relative des gènes est normalisée sur l‟expression du gène Abl (Mm00802038_g1). Les 

PCR en temps réel sont réalisées et analysées en triple sur l‟appareil, ABI PRISM 7000 Sequence 

Detection System (Applied BioSystem). 

d) Construction des vecteurs 

 

Clonage du gène CCDC28A 

Le transcrit CCDC28A est amplifié à partir d‟ADNc cellulaire d‟une lignée de cellules REH, 

par RT-PCR oligo-spécifique avec l‟amorce CCDC28A ORF-F, en présence d‟oligonucléotides et de 

Superscript II Reverse Transcriptase (Invitrogen). L‟ADNc obtenu est amplifié en présence des 

amorces CCDC28A ORF-F  et CCDC28A ORF-R et de la DNA Taq Polymerase (Invitrogen). Le 

produit de PCR obtenu (890 pb) est purifié sur gel, puis sous-cloné. Le produit de PCR obtenu, 

CCDC28A-ORF, est phosphorylé par la T4 polynucléotide kinase (Invitrogen), puis incubé avec un 

plasmide KS blueScript déphosphorylé et digéré par EcoRV en présence de T4 DNA ligase (Roche). 

Après précipitation, le produit de ligation est  électroporé (Gene Pulser de Biorad) dans 40 µl de 

bactéries E.Coli XL1-Blue compétentes. Les bactéries transformées sont ensemencées sur milieu 

LAIX (LB Agar, Ampicilline, IPTG, Xgal), et mise à l‟étuve à 37° pendant 16 heures. Les bactéries 

transformées, ayant intégré le plasmide KS-CCDC28A ORF, résistantes à l‟ampicilline, sont 
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sélectionnées. Les clones sélectionnés sont remis en culture dans 3 ml de LB/Ampicilline pendant 

12h. L‟ADN plasmidique est extrait et analysé par digestion avec  les enzymes HindIII et EcoRV. 

Les plasmides, ayant intégré l‟insert CCDC28A-ORF, sont vérifiés par analyse de leur séquence 

nucléotidique. 

Clonage CCDC28A Tag HA 

 Pour le clonage de CCDC28A dans un vecteur d‟expression eucaryote pcDNA3 (Invitrogen), 

un peptide hémagglutinine (HA) est ajouté à l'extrémité amino ou carboxy-terminale par PCR. Les 

oligo-nucléotides choisis incluent un site de restriction BamH1 en 5‟ et un site Hind III en 3‟ pour 

orienter l‟insert dans le vecteur. L‟insert CCDC28A Tag HA est ensuite transféré dans un vecteur 

murin rétroviral Murine Stem Cell Virus (MSCV) qui co-exprime une protéine fluorescente (eGFP), 

grâce à une séquence IRES (internal ribosome entry site). Le vecteur est vérifié par séquençage. 

Clonage fusion NUP98-CCDC28A Tag HA 

 Un fragment de la fusion NUP98-CCD28A (comprenant une partie 3‟ de NUP98 et 

l‟ensemble de CCDC28A) est obtenu par PCR à partir de l‟ADNc du patient. Ce fragment comprend 

un site naturel de restriction HindIII en position 5‟, situé dans NUP98, auquel est ajouté par PCR un 

site BamH1 en position 3‟, après la partie CCDC28A. Un vecteur MSCV-IRES-eGFP-NUP98-

HOXA9, disponible au laboratoire, est utilisé après digestion HindIII/BamH1 (permettant de libérer 

le fragment NUP98 à partir du site Hind III et l‟ensemble d‟HOXA9, le site BamH1 étant situé en 3‟ 

dans le MSCV) et ligation du produit de PCR NUP98-CCDC28A précédemment décrit. Le vecteur 

est vérifié par séquençage. 

e) Analyse de la protéine CCDC28A par transfection transitoire 

 

Transfection transitoire sur cellules NIH3T3 

Les cellules NIH3T3 sont des fibroblastes murins. 20 000 cellules par puit sont mises en 

culture en atmosphère humidifiée à 37°C avec 5% de CO2, pendant 48 heures, dans 400 µl de milieu 

complet (1/2 DMEM, ½ HAM F-12, pyruvate de Na, pénicilline, streptomycine, glucose 30%, 

glutamine). Puis, les cellules sont mises au contact d‟un milieu contenant 150 µl d‟OPTIMEM, 0,66 

µl de Lipofectine Reagent (Invitrogen) (1mg/ml), 300 ng d‟ADN plasmidique (pcDNA3 vide, 

pcDNA3/NP6 TagHA 3‟, pcDNA3/NP6 TagHA 5‟), ou du contrôle pcDNA3/LMO2, pendant 6 

heures à l‟étuve à 37°C. Le milieu est ré-aspiré, et les cellules sont remises en culture dans 300 µl de 

milieu complet pendant 48h sur des lamelles. 
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Immunofluorescence  

Les lamelles sont rincées par du PB1X, fixées par du paraformaldéhyde 3% pH 7,4 pendant 

10 minutes à température ambiante, plongées dans un bain de glycine 20 mM pendant 10 minutes à 

température ambiante, puis dans trois bains successifs de PBS 1X . Les cellules sont perméabilisées 

dans un bain de Triton X-100 0,2% + BSA 0,1 % pendant 8 minutes, puis rincées par trois bains 

successifs de PBS1X + BSA 0,1%. Elles sont incubées en présence de l‟anticorps primaire de souris 

anti-HA 12CA5 (Roche) dans du TBS1X-Tween0,1%-lait 5%(TBS-Tween-lait), pendant deux heures 

à température ambiante, puis lavées trois fois dans du TBS-Tween-lait. L‟anticorps secondaire 

marqué au FITC (anti-souris) est dilué au 1/200
ème

 dans du TBS-Tween-lait. Les cellules sont 

incubées avec 100 µl de cette solution pendant 45 min, puis lavées par deux bains de TBS-Tween-

lait, 2 bains de TBS1X-Tween 0,1%. Les noyaux sont révélés par 20 µl de DAPI (1 µg/mL dans 

Vectashield), et les lames sont recouvertes d‟une lamelle.   

f) Transplantation de moelle osseuse et analyse des animaux 

 

 Le laboratoire INSERM dispose des habilitations nécessaires aux études sur les souris. Les 

surnageants viraux ont été obtenus selon la technique déjà décrite (Malinge et al., 2007). Brièvement, 

des souris C57Bl/6 de 6 à 8 semaines reçoivent une injection de 5FU (5-fluoruracile),  5 jours avant 

le recueil de la moelle osseuse (afin de mobiliser les progéniteurs hématopoïétiques) à partir des 

tibias et fémurs. Les cellules médullaires recueillies sont purgées des cellules exprimant des 

marqueurs de surface spécifiques de lignée (Kit BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) et sont 

mises en culture deux jours dans du RPMI1640 supplémenté avec 10% de sérum fœtal bovin, en 

présence de cytokines murines recombinantes  IL-3 (10 ng/mL), IL-6 (10 ng/mL), FLT3-L (100 

ng/ml), SCF (100 ng/ml), thrombopoietin (2 U/ml) et IL-11 humaine recombinante (10 ng/ml) 

(PromoCell, Heidelberg, Germany). Les cellules sont mélangées avec le surnageant viral au 3
ème

 et 

4
ème

 jour, et infectées par spinoculation pendant 90 minutes à 1800g. Après la deuxième infection, 

10 000 cellules sont injectées dans la veine rétro-orbitaire de souris C57Bl/6 irradiées léthalement. La 

qualité de la transduction des cellules injectées est vérifiée en cytométrie de flux par analyse de 

l‟expression de la GFP, comprise entre 40 et 50%. Les prélèvements sanguins sont réalisés toutes les 

semaines à l‟œil et recueillis dans des tubes EDTA ou héparinés, et analysés sur l‟appareil  MS9-5V 

(Melet Schloesing, Cergy-Pontoise, France). Les souris malades sont sacrifiées, un recueil des 

différents tissus (sang total, moelle osseuse, os, foie, rate, rein, thymus) est pratiqué pour les analyses 

cytologiques et histologiques, et pour congélation. Les frottis sanguins et cytospins sont analysés par 

microscopie optique, après coloration classique MGG (May Grünewald Giemsa). L‟analyse 
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histologique est réalisée après fixation au formol, par la société Biodoxis (Romainville, France). 10
6
 

cellules de moelle osseuse de souris malades sont réinjectées chez des receveurs secondaires 

léthalement irradiées dans les mêmes conditions que précédemment décrites. 

g) Tests clonogéniques  

  

 10
4
 cellules de moelle osseuse, issue de la même préparation, que les cellules infectées 

réinjectées aux souris, sont mises en culture dans des boîtes de pétri de 35 mm contenant de la 

méthyl-cellulose M3434 (StemCell Technologies Inc.). Les colonies sont comptées au 7
ème

 jour. 

Toutes les semaines, 10
4
 des cellules résiduelles sont remises en culture.  

h) Marquages cellulaires et analyse de cytométrie en flux 

 

 Le marquage des cellules pour la cytométrie en flux est réalisé dans du tampon BDImag (BD 

Pharmingen, San Diego, CA, USA). Les anticorps sont obtenus de BD Pharmingen (APC-conjugated 

c-Kit, Gr1, B220 and CD8; PE-conjugated Mac1/CD11b, Ter119, CD42, CD19 and CD4; PE-Cy7-

conjugated Sca1; biotin-conjugated CD71 and CD71; APC-Alexa fluor 750-conjugated streptavidin), 

à l‟exception du GPIba/CD42b PE-marqué (Emfret Analytics Gmbh, Würzburg, Germany) et du 

CD34 FITC-marqué (eBiosciences, San Diego, CA, USA). L‟acquisition des données est réalisée sur 

le cytomètre de flux  CyAn™ ADP flow cytometer (DAKO, Glostrup, Denmark) ; leur analyse est 

réalisée sur le programme Summit.4 software.  

i) Northern blot 

 

La sonde CCDC28A de northern blot pour le transcrit du gène CCDC28A est obtenue,  par 

PCR avec les amorces CCDC28A ORF-F et CCDC28A ORF-R, à partir du plasmide KS/ CCDC28A 

ORF et radiomarquée par random priming. La membrane Human 12-Lane-MTN Blot (Clontech) a 

été hybridée selon le protocole du producteur, puis révélée par autoradiographie. 

j) Analyse de séquences 

 

Les séquences ont été analysées par le logiciel DNAStar et par les sites de l‟UCSC 

(http://genome.ucsc.edu/), NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Ensembl 

(http://www.ensembl.org/) et PSORT (http://psort.nibb.ac.jp). 

http://genome.ucsc.edu/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ensembl.org/
http://psort.nibb.ac.jp/
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3. RESULTATS 

 

a) Le gène NUP98 est fusionné au gène CCDC28A par la t(6;11)(q24.1;p15.4) 

 

Localisation du point de cassure par Southern Blot  

L'analyse par Southern blot de l'ADN génomique du patient (Figure 8), en utilisant 

différentes sondes du gène NUP98, a identifié des fragments de restriction de taille anormale, 

témoins d‟un remaniement du gène NUP98. L‟hybridation de la sonde A (intron 13 de NUP98) a mis 

en évidence la présence d‟un fragment remanié HindIII de 700 pb et un fragment remanié BamH1 de 

6 kb, en plus des fragments normaux. Ces résultats ont permis de positionner le point de cassure dans 

l‟intron 13 du gène NUP98. L‟hybridation de la sonde B (intron 14 de NUP98), qui permet 

théoriquement d‟explorer le der(6)t(6;11), n‟a pas mis en évidence de remaniement, ce qui suggère 

une délétion de cette région, à la suite de la translocation.  

Caractérisation du gène partenaire par PCR inverse 

Le fragment HindIII remanié de 700 pb, mis en évidence par la sonde A, correspond au dérivé 

11 et contient à la fois des séquences du chromosome 11 et du chromosome 6. La PCR inverse a 

amplifié un fragment spécifique, qui comprend une séquence ne provenant pas du chromosome 11. 

L'analyse de la séquence du fragment amplifié permet de localiser le point de cassure de la 

translocation, dans l‟intron 13 de NUP98 et dans l‟intron 1 d‟une unité transcriptionnelle, située 

normalement sur le chromosome 6 (non montré). Ce gène 

CCDC28A/C6orf80/CCRL1AP/MGC131913 (Genbank accession number NM_015439) est constitué 

de 6 exons, s‟étend sur 19,81 kb en 6q24.1 et code pour un transcrit théorique de 1505 pb.  

Confirmation de la fusion NUP98-CCDC28A sur l’ADN du patient 

Une PCR, réalisée à l‟aide des amorces der11-F et der11-R, a permis d‟amplifier un fragment 

de jonction de 503 pb à partir de l‟ADN génomique du patient. La séquence a confirmé la fusion 

entre l‟intron 13 de NUP98 et l‟intron 1 de CCDC28A (Figure 9A). 
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Figure 9. PCR et analyse des séquences NUP98-CCDC28A et CCDC28A-NUP98 

A. Un produit spécifique de 503 paires de base (pb) est amplifié à partir du patient (P), contrairement au contrôle 

(T). M, marqueur de poids moléculaire. B. L‟analyse de la RT-PCR, amplifiant la fusion NUP98-CCDC28A, 

montre un produit spécifique de 444 pb. C. Un transcrit réciproque spécifique de 612 bp est amplifié par RT-

PCR. D. L‟analyse partielle de la séquence nucléotidique de la fusion génomique NUP98-CCDC28A montre une 

fusion joignant le nucleotide (Nt) 62503 de NUP98 (Genebank accession number NC_0000011) et le Nt 653 de 

CCDC28A (NC_000006). E. L‟analyse partielle de la séquence nucléotidique du transcrit NUP98-CCDC28A 

montre une fusion conservant le cadre de lecture joignant le Nt 1833 de NUP98 (NM_139131) et le Nt 384 de 

CCDC28A (NM_015439). F. L‟analyse partielle de la séquence nucléotidique du transcrit réciproque 

CCDC28A-NUP98 montre une fusion avec un codon stop précoce, joignant  le Nt 383 de CCDC28A et le Nt 

2022 de NUP98. 
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Mise en évidence des transcrits de fusion NUP98-CCDC28A et CCDC28A-NUP98 

 Par  RT-PCR, à l‟aide des amorces NNP6-F et NNP6-R,  un fragment de la taille 

attendue de 444 pb, a été amplifié à partir du matériel du malade, dont la séquence confirme la 

fusion en phase de l‟exon 13 de NUP98 avec l‟exon 2 de CCDC28A. Une deuxième RT-PCR, 

réalisée à l‟aide des amorces NP6NUP-F et NP6NUP-R, a permis d‟amplifier un fragment de 

622 pb, correspondant à un transcrit de fusion réciproque, entre l‟exon 1 de CCDC28A et 

l‟exon 15 de NUP98, mais cette fusion ne conserve pas la phase ouverte de lecture de NUP98 

(Figures 9B et 9C).   

Confirmation de la fusion NUP98-CCDC28A par FISH  

 La FISH en double couleur, réalisée avec comme sondes, le BAC 900M13 couvrant 

CCDC28A et les BACs recouvrant le locus du gène NUP98, a montré l‟existence de deux 

signaux de co-localisation, sur les deux dérivés chromosomiques. Ces résultats permettent de 

localiser le point de cassure sur le der(6) en 6q24.1 et confirment l‟existence d‟une 

translocation apparemment équilibrée t(6;11)(q24.1;p15.5), remaniant les gènes NUP98 et 

CCDC28A (Figure 10). 

b) Expression de CCDC28A  par Northern Blot 

 

 L‟analyse du Northern blot avec la sonde CCDC28A, montre la présence d‟un 

transcrit unique de 1,5 kb. L‟expression du transcrit est ubiquitaire, mais plus fortement 

marquée dans le rein et dans le placenta. CCDC28A est exprimé dans la rate, le thymus et 

dans les lymphocytes périphériques (Figure 11). 

 

c) Protéine CCDC28A 

 

Étude in silico de la protéine CCDC28A 

 Le gène CCDC28A code pour une protéine putative de 274 acides aminés (AA), qui 

n'est pas apparentée à une famille connue. La protéine humaine CCDC28A possède dans sa 

partie carboxy-terminale  un domaine de 30 aa, de type coiled-coil (CC), qui est une 

caractéristique de plusieurs protéines partenaires de NUP98 (voir revue (Romana et al., 

2006)).  
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Figure 10: FISH confirmant la fusion NUP98-CCDC28A 

L‟hybridation est effectuée sur chromosomes métaphasiques (a) et noyaux interphasiques (b). La sonde marquée 

en fluorescéine (couleur verte) est constituée des BACs 120E20 et 258P13 (11p15.4) et explore le locus du gène 

NUP98. La sonde marquée en rhodamine (couleur rouge) est constituée du BAC 900M13 (6q24.1) explorant le 

locus du gène CCDC28A. La coalescence des signaux rouges et verts correspond à la fusion des deux gènes sur 

les deux dérivés chromosomiques.  

 

 

Figure 11. Northern Blot : profil d’expression CCDC28A dans les tissus humains adultes 

der 
der 

der 11 

der 6 

Chro 6 Chro 11 

a b 
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L‟étude des bases de données a identifié le gène MGC1203/CCDC28B (coiled-coil domain-

containing protein 28B), localisé en 1p35.1, comme seul gène homologue à CCDC28A dans 

le génome humain. Bien que les fonctions de la protéine soient inconnues, des mutations de 

MGC1203 ont été identifiées dans 6% des patients présentant un syndrome de Bardet-Biedl 

(BBS), qui est une maladie génétique associée à une anomalie des corps ciliaires. La présence 

de cette mutation amplifie le phénotype clinique de cette maladie (Badano et al., 2006). La 

protéine CCDC28B prédite, de 241 AA (Q8TBV8), ne possède pas de motifs reconnaissables 

et sa fonction est inconnue, mais elle colocalise avec des protéines BBS, dans des structures 

péricentriolaires (Badano et al., 2006).  

D'autres protéines apparentées sont prédites chez d'autres espèces, dont la protéine 

codée par le gène CG10874 chez la drosophile. Deux domaines sont particulièrement 

conservés, (80% d‟homologie entre l‟homme et la drosophile) : un premier domaine de 37 

acides aminés (aa 161 à 198), qui ne représente aucun motif décrit à ce jour, et un deuxième 

domaine de 15 acides aminés (AA 243 à 258), qui contient une partie du domaine coiled-

coil (Figure 12).  

 

Localisation sub-cellulaire de la protéine CCDC28A par immunofluorescence 

 L‟étude en immunofluorescence indirecte, de la location subcellulaire de la protéine 

CCDC28A associée à un épitope HA, montre que la protéine est localisée dans le cytoplasme 

(Figure 13). 

 

d) Etude de la fusion NUP98 -CCDC28A 

 

L’expression de la fusion NUP98-CCDC28A dans la moelle osseuse de souris transplantées 

entraine une leucémie rapide et mortelle. 

 Tous les animaux, qui ont été transplantés avec des cellules transduites par la fusion 

NUP98-CCDC28A  (n=20), ont succombé 32 semaines après la transplantation, à des 

syndromes myéloprolifératifs (MDP-like leukemia, selon la classification de Bethesda), avec 

une médiane de 93 jours post-transplantation.  Le potentiel leucémique de l‟expression de 

CCDC28A a été évalué, mais aucune souris n‟a développé de leucémie (Figure 14). Les 

analyses de Southern blot sur l‟ADN génomique des cellules murines ont montré la présence 
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Figure 12. Représentations schématiques de la protéine native NUP98 et de la protéine de fusion 

NUP98-CCDC28A.  
A: NUP98 possède deux domaines répétés FG et un domaine de liaison à l‟ARN (RNA BD). La protéine native 

CCDC28A possède deux domaines hautement conservé (domaines en pointillés) et un domaine coiled-coil 

(domaine hachuré). La protéine de fusion NUP98-CCDC28A fusionne la partie N-terminale de NUP98 avec ces 

deux domaines répétés FG et la partie C-terminale de CCDC28A avec les domaines conservés et le domaine 

coiled-coil. B: alignement partiel des protéines humaines CCDC28A et CCDC28B.  

 

 

 

 

Figure 13.  Localisation subcellulaire de la protéine CCDC28A-HA dans les cellules NIH3T3.  

La protéine CCDC28A-HA est localisée dans le cytoplasme. 
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Figure 14.  Courbe de survie de Kaplan Meier des souris greffées NUP98-CCDC28A en 

receveurs primaires et secondaires. 

Les souris receveurs primaires exprimant la fusion NUP98-CCDC28A décèdent rapidement avec une médiane 

de 93 jours post-greffe. Les receveurs secondaires décèdent plus rapidement avec une médiane de 49 jours. Les 

souris controles MSCV vide restent indemnes. 

 

dans différents tissus, du provirus intact, dans toutes les souris transplantées (non montré). 

Les analyses clonales des receveurs primaires ont montré la présence des différents clones de 

cellules transduites par  NUP98-CCDC28A, au  niveau des organes hématopoïétiques (Figure 

15). Alors que de multiples clones sont présents dans la moelle osseuse des cellules 

transduites avec un vecteur MSCV vide (Figure 15, ligne 9), les leucémies induites par 

NUP98-CCDC28A sont principalement mono ou oligoclonales (Figure 15, lignes 2, 7 et 13).  

 Bien que la leucocytose et la neutrophilie varient entre les souris, les souris NUP98-

CCDC28A présentent de manière constante, une anémie et une thrombopénie sévère 

(Tableau 4), ainsi qu‟une augmentation du nombre de cellules immatures ou myéloïdes 

blastiques dans la moelle osseuse, dans la rate et dans le sang périphérique,  comparativement 

au souris CCDC28A ou MSCV. Les frottis sanguins montrent la présence de précurseurs 

myéloïdes circulants, ainsi que des neutrophiles matures segmentés (Figure 16). La cytologie 

de la moelle osseuse confirme la prolifération de cellules myéloïdes immatures, avec 

conservation d‟une maturation minimale et la disparition du compartiment érythroïde (non 

montré). Toutes les souris NUP98-CCDC28A présentaient une hépatosplénomégalie. 
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Figure 15 : Etude de clonalité par Southern Blot des souris NUP98-CCDC28A malades 

comparées au controle.  

La souris 1.5 est une souris receveur primaire NUP98-CCDC28A, dont la moelle pathologique a été réinjectée 

dans la souris receveur secondaire II.5. B : sang ; BM : moelle osseuse ; S : rate; K: rein; L: foie. 

 

 

  

NUP98-CCDC28A 

I 

(n=20) 

NUP98-CCDC28A 

II 

(n=8) 

CCDC28A 

(n=5) 

MSCV 

(n=3) 

GFP (%) 80 ± 8 93 ± 6 2 ± 4 10 ± 9 

Leucocytes G/L) 67 ± 49 110 ± 72 7 ± 3 8 ± 2 

Hémoglobine (g/dl) 6 ± 2 7 ± 3 13 ± 2 13 ± 1 

Plaquettes (G/L) 60 ± 39 184 ± 170 635 ± 149 755 ±  354 

 

Tableau 4 : Résultats sanguins des hémogrammes pratiqués chez les souris greffées.
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Figure 16 : Etudes cytologiques des frottis sanguins et médullaires (coloration MGG) 

La souris controle présente un taux normal de globules blancs circulants (A). La moelle osseuse montre la 

présence de mégacaryocytes et une différenciation lymphoïde, myéloïde et érythroblastique bien équilibrée (B). 

La souris receveur primaire NUP98-CCDC28A développe un syndrome myéloprolifératif “MDP-like myeloid 

leukemia” avec présence de précurseurs myéloïdes circulants (C), enrichissement médullaire en précurseurs 

myéloïdes immatures, disparition de la différenciation érythroïde et défaut de mégacaryocytes (D). La souris 

receveur secondaire NUP98-CCDC28A présente une leucémie myéloïde avec maturation ; des blastes sont 

visibles dans le sang (E), et l‟infiltration dans la moelle osseuse est massive (F). 

 

 

Figure 17: Analyses histologiques d’une souris primaire NUP98-CCDC28A 

L‟architecture de la rate est détruite par un envahissement cellulaire de cellules myéloïdes plus ou moins matures 

(A). Infiltration de cellules tumorales dans le foie (B ;C), le rein (D) et le poumon (E). 
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Les analyses histologiques ont montré une destruction de l‟architecture splénique (Figure 

17A) et une augmentation du nombre de mégacaryocytes (Figure 17C), comparativement aux 

souris CCDC28A ou MSCV. L‟impact de l‟expression de NUP98-CCDC28A sur la 

mégacaryopoïèse est à considérer, compte tenu de la description d‟un cas de leucémie aigue 

mégacaryocytaire avec translocation t(6;11) (Tosi et al., 2005). Une infiltration tumorale est 

également observée dans les organes non hématopoïétiques, comme les poumons, le foie, les 

reins, avec une infiltration périvasculaire par des cellules myéloïdes (Figures 17E, B et C, D 

respectivement). Selon la classification de Bethesda (Kogan et al., 2002), nous avons conclu 

que l‟expression ectopique de  NUP98-CCDC28A, dans des cellules souches et progéniteurs 

hématopoïétiques, induisait une maladie myéloproliférative ou « myeloproliferative disease 

(MPD)-like myeloid leukemia ». Nous avons également observé des frottis médullaires 

évoquant des leucémies myéloïdes avec maturation (non montré).  

 Pour évaluer le pouvoir leucémogène de la maladie, des cellules de moelle osseuse de 

souris primaires NUP98-CCDC28A, ont été transplantées dans des souris irradiées 

léthalement, receveurs secondaires. Toutes les souris ont rapidement développé une leucémie 

myéloïde rapidement létale, en 7 semaines après transplantation (Figure 14). Les analyses 

cytologiques du sang et de la moelle osseuse ont montré des leucémies aigues myéloïdes avec 

plus de 20% de blastes dans le sang et un envahissement massif dans la moelle osseuse (non 

montré). L‟aspect clonal de la moelle osseuse des receveurs secondaires, superposables à la 

moelle osseuse des souris primaires, est confirmé par Southern Blot (Figure 15, cadrant de 

droite, souris II.5 (lignes 15-17) issue de la souris primaire I.5 (lignes 12-14)). Le caractère 

transplantable et rapidement létal, des cellules malades de souris receveurs primaires, greffées 

chez des souris receveurs secondaires, démontre le potentiel leucémique de la fusion NUP98-

CCDC28A. 

 De manière concordante avec les tests de transplantations in vivo, la fusion NUP98-

CCDC28A a montré un fort potentiel transformant in vitro. Contrairement, aux progéniteurs 

transduits par le vecteur MSCV vide ou avec CCDC28A, les progéniteurs transduits avec la 

fusion NUP98-CCD28A acquièrent une capacité de prolifération lors des tests clonogéniques 

en méthycellulose (Figure 18), et sont capables de proliférer en culture liquide (non montré). 

Des cultures ultérieures, en milieu supplémenté uniquement en sérum, a permis 

l‟immortalisation de progéniteurs NUP98-CCDC28A, qui prolifèrent sans dépendance aux 

cytokines et possèdent une morphologie de myéloblastes (non montré).  
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Figure 18 : Tests clonogéniques en méthylcellulose. 

Les progéniteurs hématopoïétiques murins, transduits par la fusion NUP98-CCDC28A, présentent une capacité 

accrue de prolifération in vitro, contrairement aux cellules transduites par le MSCV ou le gène CCDC28A.  

 

 Ces résultats suggèrent que l‟expression de NUP98-CDC28A favorise la prolifération 

cellulaire et empêche progressivement la différenciation.   

 

La moelle osseuse des souris NUP98-CCDC28A leucémiques est enrichie en progéniteurs 

granuleux/macrophagiques.  

 De manière concordante avec les examens cytologiques (Figure 16), l‟analyse en 

cytométrie de flux a montré l‟augmentation importante des proportions de cellules matures 

myéloïdes (Mac1/CD11b
high

, Gr1
high

) dans le sang périphérique des souris NUP98-CCDC28A 

receveurs primaires (Figure 19A). Cette population possède des composantes monocytaires et 

granuleuses (non montré). Cette expansion myéloïde est aussi détectée dans la moelle osseuse 

des souris leucémiques, où les cellules expriment de manière importante des marqueurs 

myéloïdes de surface avec un pourcentage important de cellules matures (Mac1
high

Gr1
high

) et 

moins matures (Mac1
low

Gr1
low

), comparativement aux souris greffée avec le MSCV (Figure 

19B). Dans leur majorité, les cellules GFP positives coexpriment l‟antigène précoce de 

cellules souches c-Kit
+
 (Figure 19A). Les souris NUP98-CCDC28A leucémiques sont 

significativement infiltrées au niveau splénique et thymique, par des cellules superposables à 

celles présentes dans la moelle osseuse (non montré). Dans la moelle osseuse des souris 
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Figure 19.  Analyse des marqueurs de surface par cytométrie en flux (A : dans le sang périphérique, B : dans la moelle osseuse)
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NUP98-CCDC28A, cette expansion myéloïde était associée avec une réduction de 

l‟érythropoïèse, comme en témoigne la diminution du nombre absolu de cellules érythroïdes 

(Ter119
+
CD71

+
), comparativement aux souris contrôles (Figure 19B). Les souris NUP98-

CCDC28A présentent une  lymphopénie concomitante, avec un faible contingent de cellules 

B (B220, CD19) et T (CD4, CD8).  

 Afin de mieux préciser, l‟origine cellulaire des leucémies induites par NUP98-

CCDC28A, des analyses en cytométrie de flux ont été réalisées pour étudier les progéniteurs 

(Figure 20). L‟isolement de progéniteurs, définis comme des cellules Lin
-
Sca1

-
c-

kit
+
CD34

+
FcR

high
 issus de la moelle osseuse de souris leucémiques, a montré l‟expansion 

sélective d‟une population cellulaire enrichie en progéniteurs myélo-monocytaire (GMP) 

(Akashi et al., 2000), alors que les autres populations de progéniteurs myéloïdes, comme les 

progéniteurs myéloïdes communs (CMP) et les progéniteurs mégacaryocytaires/érythroïdes 

(MEP) sont virtuellement absents (Figure 20). L‟expression de la GFP est détectée aussi bien 

dans la population de GMP (Figure 20) que dans les cellules leucémiques myélo-

monocytaires descendantes (Figure 19A). De manière intéressante, la prédominance du 

compartiment GMP GFP
+
, parmi les cellules leucémiques de moelle osseuse NUP98-

CCDC28A, rappelle celle décrite pour certaines fusions MLL associées à des leucémies 

myéloïdes (Cozzio et al., 2003). En complément, en comparaison aux populations normales, 

les cellules leucémiques médullaires montrent également, une forte diminution de la 

fréquence des progéniteurs plus primitifs, définis comme Lin
-
Sca1

+
c-kit

+
 (LSK), et qui 

comprennent les progéniteurs multipotents (MPP), les LT et ST-HSC. Cela indique que 

NUP98-CCDC28A ne favorise pas l‟expansion des cellules souches hématopoïériques, ou des 

MPP, mais plutôt impose un arrêt plus en aval.  

 Nous nous sommes ensuite posé la question d‟une dérégulation de HoxA, dans le 

processus de transformation induit par NUP98-CCDC28A. Les expériences de RT-PCR 

quantitatives ont comparé les cellules de moelle osseuse complète, provenant de souris 

leucémiques NUP98-CCDC28A, à des souris contrôles CCDC28A et MSCV. Les cellules de 

moelle osseuse de souris malades NUP98-HoxA9 étaient utilisées comme contrôle positif, et 

des cellules de souris obtenues de la surexpression d‟une forme oncogénique du récepteur à la 

thrombopoiétine MPL (MPL
W515L

, (Chaligne et al., 2007)), étant utilisées comme contrôle 

négatif. Les résultats ont montré une augmentation des transcrits HoxA9 et HoxA10, et plus 

modestement de HoxA5 et HoxA7 dans les receveurs primaires et secondaires, greffés 

NUP98-CCDC28A comparativement aux contrôles (Figure 21).  
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Figure 20. Analyse par cytométrie de flux des progéniteurs hématopoiétiques. 

Les souris malades receveurs primaires NUP98-CCDC28A présentent une expansion des GMP et une absence 

de MEP et CMP en comparaison à la souris contrôle. 
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Figure 21.  Expression des HOX et cofacteurs chez les souris greffées. 

Les résultats sont rendus en pourcentage d‟expression relative  du profil des souris contrôles MSCV.



 

 Il n‟a pas été observé d‟hyperexpression concomitante des cofacteurs Hox, Meis1, 

Pbx1 et Pbx3 dans la moelle osseuse des souris NUP98-CCDC28A, alors que cette 

hyperexpression est présente dans les cellules leucémiques  NUP98-HoxA9. Ce résultat 

suggère que l‟expression de NUP98-CCDC28A n‟impacte pas la voie canonique  Hoxa-

Meis1. 
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D. Résultats complémentaires 

 

1. Expression des gènes CCDC28A et HMGB3 chez l’embryon humain. 

  

 Afin d‟évaluer l‟expression précoce des gènes CCDC28A et HMBG3 durant 

l‟embryogenèse humaine, des PCR quantitatives ont été réalisées sur de l‟ADNc de tissus 

embryonnaires humains (fournis par le laboratoire du Pr Munich, Necker) et comparées au 

gène ABL (Sondes Applied Biosystems Assay ref. 4331182 ; assay ID: Hs00382571_m1 pour 

CCDC28A ; assay ID: Hs00801334_s1 pour HMGB3).  Ces gènes sont exprimés dans tous 

les tissus embryonnaires testés, en particulier dans le foie pour CCDC28A et dans le tube 

neural et la moelle osseuse pour HMGB3 (Tableau 5).  

 

Stade de Carnegie Organe CCDC28A HMGB3 

14 Foie 52% 24% 

 Tube neural 25% 83% 

 Cœur 21% 22% 

 Sac vitellin 35% 15% 

  Bourgeons membres 28% 50% 

16 Moelle osseuse 17% 76% 

  Sac vitellin 48% 17% 

17 Foie 61% 14% 

 

Tableau 5 : Expression des gènes CCDC28A et HMGB3 dans les tissus embryonnaires humains 

(comparé à l’expression du gène ABL).  

CCDC28A est exprimé principalement dans le foie. HMGB3 est exprimé principalement dans le tube neural à un 

stade précoce, et dans la moelle osseuse.  

 

 

2. Etude de la fréquence des remaniements NUP98-CCDC28A et 

 NUP98-HMGB3 dans les hémopathies malignes humaines. 

 

 Les remaniements NUP98 sont rares. Pour tester, la fréquence des fusions NUP98-

CCDC28A et NUP98-HMGB3, une RT-PCR multiplexe a été réalisée sur une population de 
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cDNA de 139 patients présentant une leucémie aigüe. Les amorces utilisées étaient: NUP98-F 

(sens): 5‟- TTGGCCAACAGAATCAGCAGAC-3„, HMGB3-R (anti-sens): 5‟-

CCGGGCAACTTTAGCAGGAC-3‟ et CCDC28A-R (anti-sens): 5‟-

AGCGCCTTTGCCCTCTCC-3‟. Après exclusion des patients pour lesquels le caryotype 

n‟était pas disponible, la population comprenait 99 adultes et 18 enfants; 43 patients 

présentaient une LAL de la lignée B, 1 une LAL de la lignée T et 70 une LAM. 

 Aucun remaniement n‟a été retrouvé dans cette population, confirmant la rareté de ce 

type de fusion.  

 

3. Etude de l’expression de CCDC28A et HMGB3 dans les 

 hémopathies malignes humaines. 

 

 La dérégulation de l‟expression de certains gènes, comme les gènes HOXA, est 

impliquée dans les processus de leucémogenèse. Afin d‟explorer cet aspect, nous avons 

réalisé une étude d‟expression des gènes CCDC28A et HMGB3, par RT-PCR quantitative 

dans les 117 échantillons précédemment décrits. 

 Préalablement, l‟expression de ces deux gènes a été évaluée sur un pool de moelle 

osseuse de 9 patients sains. Cette expression a été comparée au gène ABL. 

 L‟analyse des échantillons montre une variabilité d‟expression chez les patients 

atteints d‟hémopathies malignes (Figure 22). Quelques malades surexpriment l‟un ou 

l‟autre des gènes. Pour HMGB3, nous avons remarqué que son expression est très 

diminuée chez 45% des patients, en particulier, dans le groupe des patients avec leucémie 

lymphoblastique B présentant une fusion BCR-ABL, sans que nous puissions actuellement 

apporter d‟interprétation à cette observation. 
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Figure 22: Expression de CCDC28A et HMGB3 dans des échantillons humains de leucémie 

aigüe. Les barres rouges indiquent l‟expression du transcrit sur un pool de moelle osseuse d‟individus sains 

d‟hémopathies malignes. Les premières barres verticales, plus foncées, correspondent à l‟expression du transcrit 

chez le patient NUP98-CCDC28A pour la figure A et le patient NUP98-HMGB3 pour la figure B.  
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4. Etude de la ploïdie chez les souris NUP98-CCDC28A 

 

 Il a été montré expérimentalement que NUP98 intervenait avec Rae1 dans le contrôle 

du « check point » mitotique. L‟haploinsuffisance conjointe de NUP98 et Rae1 entraine une 

séparation prématurée des chromatides sœurs et engendre une aneuploïdie sévère (Jeganathan 

et al., 2005). 

 Afin de rechercher, une possible dérégulation de l‟APC par la fusion NUP98-

CCDC28A, une étude cytogénétique d‟une lignée NUP98-CCDC28A, dérivée d‟une souris 

receveuse tertiaire avec leucémie aigüe, a été réalisée.  

 L‟étude de 100 mitoses n‟a montré aucune anomalie de la ploïdie (exemple, figure 10). 

 

 

 

 

Figure 23 : Caryotype de la lignée immortalisée NUP98-CCDC28A, dérivée de la moelle osseuse 

d‟une souris receveuse tertiaire, présentant une leucémie aigüe. Aucune anomalie de la ploïdie n‟est constatée.  
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IV. DISCUSSION 

 

 Au terme de ce travail de thèse, mes résultats, complétés par de nombreuses 

publications sur les réarrangements NUP98 (30 nouveaux remaniements de NUP98 publiés 

dans la littérature depuis 2006), ainsi que d‟autres études réalisées au sein du laboratoire 

EMI0210 de l‟INSERM (Dr. O.Bernard) (DEA de Sophie Kaltelbach et Sophie Dobelstein) (6 

patients porteurs de fusions de NUP98 étudiés au laboratoire), permettent de préciser : le 

nombre de partenaires de NUP98, ainsi que les caractéristiques de leurs produits ; les aspects 

clinico-biologiques de ces hémopathies malignes ; apporter des éléments nouveaux dans les 

mécanismes potentiellement impliqués, dans la leucémogénèse liée aux réarrangements du 

gène NUP98.  

A. NUP98 est remanié avec 28 gènes partenaires. 

 

 À ce jour et depuis la publication de l‟article 1, 33 nouveaux cas d‟hémopathies 

malignes humaines, avec une translocation impliquant NUP98, ont été publiés (Tableau 6) 

(Chou et al., 2009; Gorello et al., 2008; Hidaka et al., 2007; Ishikawa et al., 2007; Jankovic et 

al., 2008; La Starza et al., 2009; Morerio et al., 2006; Pan et al., 2008; Panagopoulos et al., 

2007; Petit et al., 2008; Taketani et al., 2009; Tosic et al., 2009; van Zutven et al., 2006; 

Zhang et al., 2007). Six cas ont été étudiés dans l‟unité EMI0210 (Kaltenbach et al., 2010; 

Petit et al., 2010) (DEA Sophie Kaltelbach-2008 et DEA Sophie Dobbelstein-2009).  

 La figure 24 présente la liste des 29 gènes partenaires de NUP98. Ces partenaires 

peuvent se classer en quatre groupes, sur la base de leur fonction ou de leur localisation 

cellulaire. La structure des protéines chimériques, codées par ces gènes, est indiquée dans la 

figure 25. À noter, que toutes les protéines de fusion conservent la partie N-terminale de 

NUP98, qui a perdu son signal NLS (Nuclar Localization Signal).  

 

Groupe 1 : les gènes à homéoboites.  

 39% (soit 60 patients) des partenaires rapportés sont des gènes HOX, tous paralogues 

des gènes HOM AbdA et B de la drosophile (Figure 26). Dans 63% des cas, il s‟agit 

d‟HOXA9, soit 25% de toutes les fusions NUP98 rapportées.  Dans 6% des cas, les partenaires 

sont des gènes à homéoboites de type 2. Il s‟agit de PMRX1, PMRX 2, d‟HHEX 

(hematopoietically expressed homeobox) qui intervient dans l‟embryogenèse hépatique 



 

Age Sexe Maladie Caryotype Remarque Partenaire Référence 

60 F LAM-M0 
46–47,XX,t(1;17)(q22;q11),t(4;11)(q1?3;p15),?der(8)(p?)[7],del(11)(p12p1?3)[6], 
del(12)(p11p13),add(14)(q3?2)[7],þ15[3],del(15)(q1?3q2?2)[cp22]/46,XX[4] 

 RAP1GDS1 Van Zutven et al 

1 M LAM-M7 
46,XY,der(1)t(1;13)(p36;q1?4),add(11)(p15),der(13)t(1;13)(p36;q1?2),der(21),t(11;2

1) (p15;p13)[31]/46,XY[7] 
 JARID1A Van Zutven et al 

9 M LAL-T 46,XY,t(11;18)(p15;q12), del(12)(p11)(15)  SETBP1 Panagopoulos et al 

4 M LAM-M2 46,XY,add(5)(q35),del(9)(q22q32),del(11)(p13)[14]/46,XY[4]  NSD1 Petit et al 

42 M LAM Normal (cryptic t(11;17)(p15;p13))  PHF23 Reader et al 

33 F SMD 46,XX,t(3;5)(p25;q35) 
Fusion NUP98-NSD1 et 

ANKRD28-NUP98 

NSD1 

ANKRD28 
Ishikawa et al 

42 F Leucémie biphénotypique 47,XX,t(3;11)(q13;p15),+21  IQCG Pan et al 

59 M LAM-t 45, X,-Y,,t(10;11)(q23;p15) [15]/46, XY[5] ATCD de LAM, I-TOPOII HHEX Jankovic et al 

57 F LMMC 47,XX,t(4;11)(q12;p15),+8 ATCD de BK, chemotherapy  GSX2 Dobbelstein 

28 M LAM-M2 46,XY,t(3;11)(q12;p15)  LNP1 Gorello et al 

27 H LAL-T 46,XY,der(11)?t(7;11)(q35;p15),del(12)(p11;p13), ?t(16;17)(q21;q24?)  BPTF Dobbelstein 

36 F LAM-M2 46,XX,t(11;12)(p15;q13)  Non HOXC La Starza et al 

59 F LAM-M4 46,XX,t(11;12)(p15;q13) FTL3 ITD HOXC13 Tosic et al 

60 M SMD-Rx 46,XY,t(8;11)(p11;p15),del(1)(p22p32)  NSD3 Taketani et al 

3 F LMMJ 46,XX,t(7;11)(p15;p15)  HOXA11 Mizogushi et al 

40 F LAM-M4 

9 patients : t(7;11)(p15;p15) 

1 patient:    t(2;6)(q37;p22) , t(3;12)(p11;p11.2), t(7;11)(p15;p15) 

1 patient:    t(7;11)(p15;p15), del(5)(q31q35) 

FLT3/ITD, NRAS HOXA9 Chou et al 

31 F LAM-M2  HOXA9 Chou et al 

25 M LAM-M2 WT1 HOXA9 Chou et al 

29 M LAM-M2  HOXA9 Chou et al 

59 F LAM-M2 NRAS, KRAS, WT1 HOXA9 Chou et al 

23 F LAM-M2 KRAS, WT1 HOXA9 Chou et al 

27 F LAM-M2 FLT3/ITD, WT1 HOXA9 Chou et al 

28 F LAM-M2  HOXA9 Chou et al 

57 F LAM-M2 FLT3/ITD HOXA9 Chou et al 

37 F LAM-M2  HOXA9 Chou et al 

55 F LAM-M2  HOXA9 Chou et al 

29 M LAM-M4 46,XY, t(1;21)(p32;q22)  HOXA9 Aoki et al 

       Tableau 6 (1) : Caractéristiques cliniques et cytogénétiques des 33 patients avec réarrangements NUP98 publiés depuis 2006 
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Age Sexe Maladie Caryotype Remarque Partenaire Référence 

74 M SMD /LAM-t 46 XY,t(1;11)(q23;p15)[17]/46,XY[3] 
Liposarcome pléiomorphique, 
Chimiothérapie + Rx PRRX1 Zhang et al 

0,9 F LAM-M4 46,XX,t(2;11;9)(q31;p15;q22),t(6;11;15)(q21;q23;q22),t(8;10)(q13;q22)  HOXD13 Hidaka et al 

12 M LAM-M5b 46,XY,inv(11)(p15q22)  DDX10 Morerio et al 

79 M LAM-M2 46,XY,inv(11)(p15q23)  MLL Kaltenbach et al 

30 F LAM-M2 46,XY,inv(11)(p15q23)  MLL Kaltenbach et al 

86 M SMD 46,XY,t(4;11)(p12;p15)[13]/46,XY[7]  AF10 Kaltenbach 

   

 Tableau 6 (2) : Caractéristiques cliniques et cytogénétiques des 33 patients avec réarrangements NUP98 publiés depuis 2006 
LAM (-t) = leucémie aigüe myéloblastique (forme secondaire liée à un traitement) ; SMD (-t)= syndrome myélodysplasique (forme secondaire liée à un 

traitement); LAL-T = leucémie aigüe lymphoblastique de la lignée T ; LMMC (-t) = leucémie myélomonocytaire chronique  (forme secondaire liée à un 

traitement); LMMJ = leucémie myélomonocytaire chronique juvénile ; Rx = radiothérapie.
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Figure 24 : Localisations des points de cassure sur le gène NUP98. Classification des 29 gènes 

partenaires. Toutes les fusions se situent dans les régions introniques 8 à 16. Le chiffre situé face à chacun des 30 

gènes partenaires correspond au nombre de cas recensés pour chacune de ces fusions NUP98-partenaire. Les gènes 

marqués en rouge sont des gènes à homéodomaine de classe I (rouge foncé) et de classe II (rouge clair) ; les gènes 

marqués en verts sont des gènes codant pour des protéines nucléaires, les gènes marqués en bleu sont des gènes codant 

pour des protéines cytoplasmiques.  

 

 

 

 

 

Figure 26. Répartition des gènes partenaires de NUP98 dans les hémopathies malignes humaines. 

Les gènes HOX sont impliqués dans 39% des hémopathies. Les fusions NUP98-HOX et gènes codant pour des protéines 

« de la chromatine » représentent près de 70% des fusions NUP98. A eux seuls, les fusions avec les gènes à homéobox 

représentent (45% des fusions) (A). Parmi les gènes HOX, le gène HOXA9 est majoritairement remanié (B). 

A B 
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Figure 25. Structures des principales fusions NUP98-partenaires. 

Les domaines d'interactions protéiques connus sont représentés schématiquement. Les fonctions connues de la 

protéine partenaire et ses principales interactions  dans la cellule sont indiquées.



 

murine et dans la différenciation de l‟hémangioblaste (Jankovic et al., 2008; Kubo et al., 

2005; Tanaka et al., 1999) et GSX2, morphogène de l‟encéphale chez la souris (DEA de 

Sophie Dobbelstein en 2009, (Yun et al., 2003)).  

 Au total, les fusions NUP98-gènes à homéoboites représentent 46% de l‟ensemble des 

fusions NUP98. Toutes ces fusions codent pour des protéines chimériques qui présentent la 

même structure : la partie N-terminale, composée des deux domaines FG de NUP98 

(encadrant le domaine GLEBS), fusionnée au domaine HOX. 

 

Groupe 2 : les gènes dont les produits protéiques interviennent dans la régulation de la 

chromatine.  

 21% (soit 29 patients) des gènes partenaires de NUP98, codent pour des protéines qui 

interviennent dans la régulation épigénétique des gènes, en participant au contrôle de l‟état de 

repliement de la chromatine.  

 Dans ce groupe, NSD1 est celui qui est le plus souvent fusionné à NUP98 (48% des 

gènes du groupe 2) (14 patients). NSD1 fait partie de la famille des Nuclear receptor SET 

Domain-containing qui comprend trois gènes : NSD1 (5q35), NSD2 (4p16.3) et NSD3 

(8p11.23). NSD1  code pour une H3K36 (H3K36 : résidus lysine 36 de l‟histone H3 de la 

chromatine) histone triméthyle transférase. Cette action enzymatique est réalisée par 

l‟intermédiaire de son domaine Set2. Cette triméthylation est une marque d‟ouverture de la 

chromatine (Pokholok et al., 2005). Ainsi, NSD1 favorise-t-il l‟ouverture de la chromatine au 

niveau de ces gènes cibles, dont les HOX. En effet, l'invalidation du gène, chez la souris, 

entraîne des défauts majeurs du développement embryonnaire, associés à l'absence 

d'expression des gènes Hoxa1 et Hoxb1 (Rayasam et al., 2003). En pathologie 

constitutionnelle, des mutations de NSD1 sont responsables d‟un syndrome associant retard 

mental et gigantisme, dénommé syndrome de Sotos. NSD3 (3 patients) représente 10% des 

gènes du groupe 2. Dans ces 2 fusions, la partie N-terminale de NUP98 est fusionnée à la 

quasi-totalité de NSD1 et NSD3.  

 LEDGF (Lens epithelium-derived growth factor) représente 14% des gènes de ce 

groupe (4 patients). Il code pour 2 isoformes, p52 et p75. Ces protéines se fixent à la 

chromatine par l‟intermédiaire de  plusieurs motifs, dits crochets AT-hooks, localisés dans 

leur partie centrale. Elles possèdent dans leur partie C-terminale un motif d‟homologie avec la 

protéine de la chromatine non–histone, HMGB1. Dans leur partie N-terminale, ces deux 

isoformes, possèdent un domaine PWWP (Yokoyama and Cleary, 2008), séquence conservée 

d'environ 80 AA, contenant un motif Pro-Trp-Trp-Pro, qui permet aux produits de LEDGF de 
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favoriser l‟interaction MLL-Menine, indispensable pour que la protéine MLL se fixe aux loci 

des HOX. De ce fait, LEDGF participe au contrôle de l‟expression des gènes HOX. Cela 

explique les résultats de Sutherland et al., en 2006, démontrant que les souris Ledgf
-/-

 

présentaient une brachycéphalie et plusieurs anomalies du squelette, rappelant certaines 

mutations des gènes Hox. Ces auteurs ont également montré que l'inhibition de l'expression de 

Ledgf, par interférence ARN dans un modèle cellulaire humain, entrainait une dérégulation 

des gènes HOX du cluster A (Sutherland et al., 2006). Dans les fusions NUP98-LEDGF, la 

partie N-terminale de NUP98 est fusionnée avec la partie centrale et terminale des produits de 

LEDGF. Le domaine d‟interaction PWWP n‟est pas présent dans la protéine chimérique.  

 2 cas de fusions MLL (7% des gènes du groupe 2) ont été publiés par notre groupe 

(Kaltenbach et al., 2010). Les fusions NUP98-MLL présentent une structure originale par 

rapport à l‟ensemble des fusions MLL. Alors que toutes celles décrites jusqu‟à présent 

conservent la partie N-terminale de MLL (voir pour revue (Harper and Aplan, 2008)), les 

fusions NUP98-MLL réunissent la partie N-terminale de NUP98 à toute la protéine MLL, à 

l‟exception, des tout premiers acides aminés formant le domaine de liaison de  MLL à la 

ménine.  

 AF10, a été trouvé fusionné à NUP98 par S. Kaltenbach au cours de son DEA (2008) 

au sein de notre unité. AF10 est un partenaire de MLL dans les translocations 

t(10;11)(p12;q23) (Chaplin et al., 1995). Il code une protéine ayant, dans sa partie N-

terminale, un motif en doigt de zinc, dans sa partie centrale, le motif NLS, puis des crochets 

AT (AT hooks) et dans sa partie C- terminale, deux motifs octapeptide (OM) et leucine zipper 

(LZ). L‟homologue d‟AF10 chez la drosophile interagit avec l‟homologue d‟HP1 

(Heterochromatin Protein 1), qui est associée à la répression transcriptionnelle par 

hétérochromatisation de certains loci. Par ailleurs, il a été démontré, dans les modèles murins 

de fusions Mll-Af10, que le domaine OM-LZ était capable de lier DOT1L, seule méthyl 

transférase capable de triméthyler les résidus lysine 79 (H3K79) de l‟histone H3, une marque 

de la chromatine en conformation ouverte. AF10 est donc une protéine intervenant dans le 

contrôle de l‟expression génique par des mécanismes épigénétiques. Dans la protéine NUP98-

AF10, la partie N-terminale de NUP98 n‟est fusionnée qu‟au domaine OM-LZ d‟AF10. Il est 

à noter que le NLS d‟AF10 n‟est pas contenu dans la fusion.  

 JARID1A (ou RBP2 pour Retinoblastoma binding protein 2) a été rapporté fusionné à 

NUP98, chez un seul malade. C‟est un gène qui code une déméthylase spécifique des résidus 

lysines di ou triméthylées de l‟histone H3 (Christensen et al., 2007; Klose et al., 2007). Elle 

participe donc, à l‟établissement, ou au maintien de la conformation fermée de la chromatine. 
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(Christensen et al., 2007) ont également démontré que l‟homologue de Jarid1a, chez la souris 

et le nématode, participait au programme génétique du développement embryonnaire, en 

réprimant l‟expression des HOX. D‟un point de vue structural, c‟est la présence des doigts de 

zinc PHD3, qui permet à la protéine de se fixer aux lysines di ou triméthylées (Wang et al., 

2009). Dans la protéine de fusion NUP98-JARID1A, la partie N-terminale de NUP98 est 

fusionnée avec la partie C-terminale de JARID1A, qui ne contient que le domaine PHD3 

(Wang et al., 2009).  

 PHF23 a été rapporté fusionné à NUP98 chez un seul patient. Il code une protéine 

dont la fonction n‟est pas connue, mais qui possède également dans sa partie terminale un 

domaine PHD3. La protéine de fusion NUP98-PHF23 a les mêmes caractéristiques 

structurales que NUP98-JARID1A (Reader et al., 2007).  

 BPTF (Bromodomaine PHD Transcription Factor) a été décrit comme étant fusionné 

avec NUP98 chez un seul patient par notre équipe (Dobbelstein DEA-2009). C‟est 

l‟homologue humain de NURF301 (NUcléosome Remodeling Factor) de la drosophile, qui 

code une protéine de la famille des ISWI, intervenant dans le remodelage de la chromatine 

(Badenhorst et al., 2002; Barak et al., 2003; Xiao et al., 2001). Elle possède un domaine en 

doigt de zinc de type PHD2, qui lui permet également de se fixer sur les régions du génome 

riches en lysines triméthylées. Elle possède en plus, dans sa partie toute C-terminale, un 

domaine BROMO qui lui permet de se fixer sur les régions de la chromatine acétylée. Durant 

l‟embryogénèse, à l‟inverse de JARID1A, elle participe au maintien, en conformation ouverte, 

de la chromatine des loci des gènes HOX (Badenhorst et al., 2002; Li et al., 2006)). La 

protéine chimérique fusionne la partie N-terminale de NUP98 avec les domaines PHD3 et 

BROMO de BPTF.  

 SETPB1 a été rapporté fusionné à NUP98 chez un seul patient (Jenuwein et al., 1998; 

Panagopoulos et al., 2007). Il code un produit qui contient une région centrale homologue à 

l‟oncoprotéine SKI, un domaine SET en position carboxy terminale et 3 domaines de liaison à 

l‟ADN AT hook (deux encadrant la partie centrale homologue à SKI et une localisée en aval 

du domaine SET). Enfin, la partie C-terminale contient un domaine riche en proline. Le rôle 

de SETBP1 n‟est pas connu, mais l‟existence de ce domaine SET indique  que cette protéine 

intervient dans le contrôle de la conformation de la chromatine. Des mutations de SETBP1 

viennent d‟être décrites par séquençage haut débit de l‟exome, dans le syndrome malformatif 

de Schinzel-Guiedon (Hoischen et al., 2010). Ceci atteste du rôle de ce gène dans 

l‟embryogénèse. Dans la fusion NUP98-SETBP1, le domaine FG de NUP98 est accollé avec 

la partie C-terminale  de SETBP1, contenant le troisième domaine AT hook et le domaine 
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riche en proline. Le domaine SET n‟est pas compris dans la fusion. 

 HMGB3 a été décrit fusionné à NUP98 chez un seul malade que nous avons publié en 

2010 (Petit et al., 2010). Il code pour une protéine de la chromatine non histone. HMGB3 est 

le troisième membre de la famille des protéines HMGB (High Mobility Group du groupe B), 

qui sont des facilitateurs du remodelage de la chromatine et de l‟interaction de celle-ci avec 

des facteurs de transcription (voir revue par (Travers, 2003)). Dans la protéine de fusion 

NUP98-HMGB3, la partie N-terminale de NUP98 est fusionnée à toute la protéine HMGB3.  

 Ce groupe 2 des partenaires de NUP98 est donc composé de gènes codant pour des 

facteurs intervenant, directement ou indirectement, sur le contrôle de la conformation de la 

chromatine, soit par modifications des queues d‟histone (NSD1 et 3, PHF23, JARID1A, MLL, 

AF10, LEDGF, SETBP1), ou soit par remodelage de la chromatine (BPTF), ou sur la courbure 

de la chromatine (HMGB3). Nombreux sont ceux dont le rôle durant l‟embryogénèse a été 

démontré. Ce rôle pour les gènes de la famille NSD, pour JARID1A, BPTF, LEDGF, MLL 

passe par une action sur la régulation de l‟expression des HOX.  

 

Les gènes du groupe 3 interviennent dans le décaténation ou démêlage des molécules 

d’acide nucléique.  

 Le groupe 3 est composé des gènes DDX10, TOP1 (Topo isomérase de type 1) et 

TOP2B (Topo isomérase de type 2B). Il constitue 19% de l‟ensemble des partenaires de 

NUP98, 11% pour DDX10 (14 cas publiés) et 8% pour les TOPO ISOMÉRASES 1 et 2B (11 

cas publiés, dont un seul, pour TOP2B).  

 La fonction de DDX10 n‟est pas connue. Il code une protéine ayant des boites DEAD 

(asp-glu-ala-asp), caractéristiques des hélicases des ARN. Il interviendrait donc dans la 

maturation des ARN. Dans la fusion NUP98-DDX10, la partie N-terminale de NUP98 est 

fusionnée à la partie C-terminale de DDX10 comprenant les deux domaines DEAD et le NLS. 

Récemment, (Yassin et al., 2010) ont démontré que NUP98-DDX10 était capable 

d‟immortaliser des cellules CD34
+
 humaines et que cette action était dépendante de l‟intégrité 

du domaine DEAD.  

 TOP1 et TOP2B interviennent toutes les deux dans le démêlage ou décaténation des 

brins d‟ADN, survenant après la duplication. TOP2B constitue l‟une des protéines de l‟axe 

des chromatides et agit particulièrement en début de prophase. NUP98-TOP1 code pour une 

protéine chimérique, composée de la partie N-terminale de NUP98, fusionnée au domaine 

catalytique de TOP1. Le domaine NLS est perdu. Dans la fusion NUP98-TOP2B, le domaine 
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catalytique est perdu. Il y a conservation du NLS, mais perte du domaine d‟exportation 

nucléaire.  

 

Les gènes codant pour des protéines cytoplasmiques.  

 Ce groupe constitue 11% des partenaires de NUP98 (14 patients rapportés). Il est 

majoritairement composé du gène RAP1GDS1 (9 patients, 65% des cas), du gène ADD3 (2 

patients), de LNP1 (2 patients, thèse de Gwendoline Soler. Juin 2010) et de IQCG (1 patient 

rapporté).  

 RAP1GDS1 code pour la protéine smgGDS, facteur d‟échange de guanine, qui stimule 

la conversion de la forme inactive GDP de plusieurs petites GTPases de la famille ras, à la 

forme active liée au GTP. Elle possède également de nombreuses répétitions AMARDILLO, 

qui en fait une protéine de la famille des karyopherin  dont la fonction est l‟importation de 

protéines vers le noyau. La fusion NUP98-RAP1GDS1 garde en position C-terminale les 

répétitions AMARDILLO de smgGDS.  

 ADD3 code pour la sous-unité  de l‟adducine, une protéine favorisant la liaison de 

l‟actine à la spectrine par l‟intermédiaire de la Calmoduline.  

 De même, IQCG intervient aussi dans l‟organisation du cytosquelette en fixant la 

Calmoduline. Dans les fusions NUP98-ADD3 et NUP98-IQCG, les domaines actifs pour la 

liaison au cytosquelette sont conservés.  

 LNP1 est un gène que nous avons cloné dans l‟unité (DEA de Caroline Schluth, Thèse 

de Gwendoline Soler). LNP1 code pour une protéine cytoplasmique dont la fonction n‟est pas 

encore connue.  

 Le gène CCDC28A ne peut pas encore être classé. C‟est une protéine cytoplasmique, 

mais sa fonction est inconnue. 
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B. NUP98 dans les hémopathies malignes humaines  

 

 L‟étude des données cytogénétiques, corrélées aux données cliniques disponibles, 

permet de préciser quelques éléments épidémiologiques, sur les hémopathies malignes 

humaines avec réarrangement du gène NUP98.  

1. Aspects épidémiologiques et cliniques. 

 L‟analyse que nous faisons ici, repose sur l‟étude des 129 cas de fusions NUP98 

publiés, augmentés des 3 nouvelles fusions NUP98 caractérisées dans l‟EMI0210 et non 

encore publiés : NUP98-GSX2, NUP98-BPTF et NUP98-AF10, soit au total 132 cas de 

fusions NUP98. 

 

Les fusions NUP98 sont rares. 

 L‟implication de NUP98 dans les hémopathies malignes humaines reste donc rare. 

Quelques études évaluent la fréquence d‟un type de fusion (Cerveira et al., 2003; Chou et al., 

2009; Kwong and Pang, 1999; Nishiyama et al., 1999). Seule une étude évalue 

spécifiquement les remaniements NUP98, qui sont évalués à 1,7% dans les LAM de l‟enfant 

(Nebral et al., 2005). Concernant les LAL-T de l‟adulte, une étude retrouve un transcrit 

NUP98-RAP1GDS1 sur 2 des 48 patients explorés, soit 4% (Cimino et al., 2001). L‟étude que 

j‟ai réalisée sur la fréquence des deux fusions NUP98-HMGB3 et NUP98-CCDC28A, dans 

une cohorte d‟hémopathies malignes, confirme que ces réarrangements sont rares. Cependant, 

la population étudiée n‟était composée que de 70 hémopathies myéloïdes sur un total de 117 

patients et une seule LAL-T.  

 

Les hémopathies avec remaniements NUP98 touchent tous les âges indépendamment de 

l’origine ethnique. 

 Les caractéristiques démographiques des patients sont regroupées dans le tableau 7. 

Historiquement, les premiers cas ont été décrits par des équipes asiatiques, suggérant un 

facteur ethnogéographique, dans la survenue des hémopathies malignes impliquant NUP98. 

Désormais, l‟analyse des cas rapportés permet de montrer que ces hémopathies touchent 

également les Caucasiens. L‟âge médian de survenue d‟une hémopathie maligne impliquant 

NUP98 est de 31 ans. Les hémopathies secondaires surviennent plus tardivement que les 

formes primitives. Ces hémopathies sont rares avant l‟âge d‟un an, et touchent 

majoritairement les sujets de plus de 18 ans. Il semble exister globalement une discrète 
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Répartition par âge Total % H F 
Sexe 

ratio 

Médiane d'âge 

(année) 

Tous patients 128  58 70 1,2 38 

Inférieur à 1 an 5 4% 3 2 0,7 0,9 

Plus de 1 an à 18 ans 32 25% 15 17 1,1 9,5 

Supérieur à 18 ans 91 71% 40 51 1,3 47 

       

Répartition par hémopathie Total % H F 
Sexe 

ratio 

Médiane d'âge 

(année) 

Formes de novo 101 79% 45 56 1,2 31 

 LAM 73 57% 29 44 1,5 36 

    LAM0/1 7 5% 3 4 1,3  

    LAM2 37 29% 11 26 2,4  

    LAM4 17 13% 7 10 1,4  

    LAM5 6 5% 4 2 0,5  

    LAM7 2 2% 1 1 1,0  

    LAM autre 4 3% 3 1 0,3  

 LA bi-phénotypique 2 2% 1 1 1,0  

 LAL-T 13 10% 8 5 0,6 23 

 MDS 3 2% 1 2 2,0  

 LMC 7 5% 4 3 0,8  

 LMMC 2 2% 2 0 -  

 JMML 1 1% 0 1 -  

Formes secondaires 27 21% 13 14 1,1 53 

 LAM-t 20 16% 10 10 1,0  

 SMD-t 6 5% 3 3 1,0  

 LMMC-t 1 1% 0 1   

              

 

         Tableau 7: Caractéristiques des 128 patients publiés, atteints d’hémopathies 

malignes, avec remaniements NUP98.  

 

 

 

prédominance féminine avec un sexe ratio à 1,2 toutes pathologies confondues. Cependant, 

cette prédominance féminine semble nette dans les LAM primitives, particulièrement dans les 

LAM de type M2, avec un sexe ratio de 2,4 et de façon étonnante, dans les fusions NUP98-

TOP1 dans lesquelles un seul patient, sur les 10 rapportés, est de sexe masculin.  

 

Les hémopathies avec des remaniements NUP98 sont majoritairement myéloïdes aigües, de 

type M2 et primaires (Figure 27). 

 Les hémopathies malignes impliquant NUP98 sont majoritairement primitives et 

myéloïdes (70% des cas). Les LAM primitives, essentiellement de type M2 et M4, 
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Figure 27. Phénotype des hémopathies malignes associées aux fusions NUP98.  

90% de pathologies sont de type myéloïde dont 80% de forme primaire, principalement des M2 (30%). 22% sont 

des formes secondaires de leucémies aigues.  LAM (-t) = leucémie aigüe myéloblastique (forme secondaire liée à 

un traitement) ; SMD (-t)= syndrome myélodysplasique (forme secondaire liée à un traitement); LAL-T = 

leucémie aigüe lymphoblastique de la lignée T ; LMC= leucémie myéloïde chronique. 

 

représentent 38% des patients. Les LAL de la lignée T représentent 10% des cas et touchent 

des sujets plus jeunes. Dans les formes secondaires (20% des cas), 16 patients sur les 27 ont 

reçu un traitement par inhibiteur de la topo isomérase II. Aucun cas d‟hémopathie lymphoïde 

B n‟est rapporté à ce jour. 

 

Il existe une corrélation entre le type d’hémopathies malignes et les partenaires de NUP98 

 La figure 28 représente la corrélation entre le type de partenaire et le type 

d‟hémopathies malignes. On constate que les fusions impliquant les gènes à homéobox (type 

1) et ceux codant pour des modificateurs chromatiniens (type 2) sont très majoritairement 

associés aux hémopathies myéloïdes primaires. En effet, plus de 75% des hémopathies 

myéloïdes primaires associées à des fusions NUP98, le sont avec des fusions impliquant des 

gènes de type 1 et 2. Les fusions avec les gènes à homéobox ne sont jamais associées aux 

hémopathies lymphoïdes T. Par contre, dans les hémopathies myéloïdes secondaires, on 

observe une association nette, avec les fusions impliquant DDX10 et TOP 1 et 2.  
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Figure 28. Corrélation phénotype – génotype dans les fusions NUP98.   

 

 

50% des fusions NUP98-DDX10  et NUP98-TOP1 et 2 se retrouvent associées à des 

hémopathies malignes secondaires. Les hémopathies lymphoïdes T sont le plus souvent 

associées aux fusions impliquant des protéines cytoplasmiques. En particulier, sur les 10 

fusions impliquant RAP1GDS1, 9 sont associées à une LAL-T et une seule à une LAM de 

type M0.  

2. Aspects cytogénétiques  

 

Au plan cytogénétique, l‟aspect le plus remarquable des remaniements impliquant le 

gène NUP98 est l‟existence de caryotype simple (moins de 3 anomalies chromosomiques) 

dans la très grande majorité des cas. En particulier (voir article 1), le caryotype retrouvé dans 

les hémopathies secondaires est également simple, à la différence des caryotypes 

classiquement associés à ce type d‟hémopathies. Seul, sur les 132 cas étudiés dans notre 

étude, le patient décrit par Van Zutven et al. en 2006, qui présente une LAM de type M0 

associée à une fusion NUP98-RAP1GDS1, a un caryotype avec plus de 3 anomalies dans le 

clone initial. Cette particularité des caryotypes des fusions NUP98 suggère que les fusions 
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NUP98 sont relativement précoces dans le processus de leucémogénèse. Elle indique 

également, que malgré le rôle de NUP98 dans le maintien du point de contrôle mitotique, 

l‟existence d‟une seule copie sauvage de NUP98 et la présence de protéines de fusion 

impliquant NUP98 n‟entrainent pas d‟anomalie de la ségrégation mitotique des chromosomes, 

comme nous le montre également le caryotype des blastes des souris NUP98-CCDC28A. Cela 

est cohérent avec les données expérimentales de (Jeganathan et al., 2005) montrant que seules 

les souris doubles hétérozygotes Nup98
+/-

 et Rae
+/-

 présentent des aneuploïdies.  

La situation sub-télomérique, du gène NUP98 (3,8 Mb du télomère) et de plusieurs de 

ses partenaires, rend parfois difficile la détection des réarrangements chromosomiques 

impliquant NUP98. C‟est en partie le cas de la fusion NUP98-NSD1 qui est en général 

cryptique, compte tenu de la localisation télomérique de NSD1 (4,5 Mb du télomère). Le 

caryotype est alors interprété comme normal, sauf dans de rares cas, dans lesquels plusieurs 

chromosomes sont remaniés, ou lorsque les remaniements sont complexes, comme cela a été 

décrit dans l‟article 2. C‟est aussi le cas pour les translocations t(X;11)(q28;p15) et la 

t(11;17)(p15;p12) fusionnant respectivement NUP98-HMGB3 et NUP98-PHF23. Dans la 

t(X;11)(q28;p15) du fait de la localisation d‟HMGB3, à 4,9 Mb de l'extrémité télomérique du 

chromosome X, les fusions NUP98-HMGB3 sont difficiles également à détecter avec les 

techniques de bandes du caryotype. Il est probable que la fréquence de cette fusion soit sous-

estimée de même que celle de NUP98-PHF23. En effet, d‟une part PHF23 est localisé à 7 Mb 

de l‟extrémité télomérique 17p13, d‟autre part, l‟aspect au caryotype de la bande 11p15 est 

identique à celui de la bande 17p13. Seule une large étude menée par FISH, avec une sonde 

NUP98, sur plusieurs centaines de cas avec un caryotype normal, pourrait permettre de 

détecter et d‟établir la fréquence des fusions cryptiques remaniant NUP98.   

3. Aspects moléculaires 

 

 Les points de cassure dans NUP98 sont principalement rassemblés dans trois introns, 

les n°11, n°12 et n°13. Nous avons caractérisé les points de cassure de la fusion NUP98-

CCDC28A. Chez notre malade, comme celui publié par (Tosi et al., 2005), le point de cassure 

est localisé dans l‟intron n°13. Cet intron est particulièrement riche en éléments répétés, Alu, 

MIR, LINE et MER, qui constituent 53% de sa séquence (Panagopoulos et al., 2002). Les 

études moléculaires des translocations impliquant cet intron n‟ont été documentées que dans 

les translocations t(11;20) impliquant TOP1 (Ahuja et al., 1999; Chen et al., 2003; Iwase et 
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al., 2003; Panagopoulos et al., 2002; Potenza et al., 2004) et un des patients porteurs de la 

t(3;11)(q12;p15), exploré par Caroline Schluth lors de son travail de DEA au laboratoire en 

2007. De façon étonnante, les points de cassure de cette t(3;11) et ceux des t(11;20) 

surviennent  dans le même élément Alu Sg/x. L‟existence d‟un point de cassure situé dans la 

même séquence Alu, chez ces 3 malades aux phénotypes différents (LAL T pour le patient 2, 

syndrome myélodysplasique secondaire pour le cas 1138 (Ahuja et al., 2000a) et LAM 

primitive pour le cas 4 (Iwase et al., 2003)), laisse penser que cette séquence Alu pourrait être 

une cible privilégiée (pour des raisons encore inconnues) de remaniements chromosomiques.  

4. Pronostic des hémopathies malignes impliquant NUP98 

 

 Les hémopathies malignes impliquant NUP98 sont souvent associées à un pronostic 

défavorable dans les cas cliniques rapportés. La fréquence des formes immatures de LAM et 

d‟hémopathies secondaires d‟une part, la fréquence des fusions dérégulant les HOX, connues 

pour leur impact pronostique défavorable d‟autre part, peuvent probablement expliquer 

partiellement cette gravité. Une étude de cohorte a comparé 11 patients atteints de LAM avec 

fusion NUP98-HOXA9,  à 482 patients, présentant des LAM non NUP98 remanié. Les auteurs 

montrent un âge de survenu plus précoce, une prédominance féminine, un risque de rechute 

supérieur et une survie inférieure, pour les patients présentant une LAM avec fusion NUP98-

HOXA9. Par ailleurs, ils mettent en évidence une fréquence plus marquée de mutations 

associées des gènes KRAS et WT1 (Chou et al., 2009).  Des anomalies d‟expression et/ou des 

mutations de ces deux gènes sont décrites dans les LAM. Les mutations de WT1 sont 

associées à un mauvais pronostic (King-Underwood and Pritchard-Jones, 1998; Renneville et 

al., 2009). Bien que les mutations de KRAS ne semblent pas impacter le pronostic des LAM, 

elles entrainent une activation constitutive de la protéine, ce qui pourrait permettre de 

favoriser la prolifération tumorale (Bowen et al., 2005). L‟association entre NUP98-HOXA9 

et les mutations WT1 et KRAS suggèrent, que l‟altération de ces deux derniers gènes, pourrait 

interagir avec NUP98-HOXA9 dans l‟accélération de la leucémogénèse et entrainer un 

pronostic plus péjoratif de ces leucémies. Dans l‟hypothèse de la coopération oncogénique 

nécessaire au processus de transformation multi-étapes des LAM, les mutations de KRAS 

seraient des mutations de classe I, alors que la fusion NUP98-HOXA9, qui cible les HOX 

impliqués dans la différenciation, appartiendrait aux altérations de classe II (Chou et al., 

2009). 
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C. Aspects fonctionnels des fusions NUP98. 

 

 NUP98 est un gène à multipartenaires dans les hémopathies malignes. Comme nous 

l‟avons expliqué en introduction, cela suggère des mécanismes oncogéniques communs à ces 

fusions. C‟est pour contribuer à la compréhension de ces mécanismes que nous avons, au 

cours de mon travail de thèse, modélisé les fusions : NUP98-HMGB3 et NUP98-CCDC28A. 

 Afin de situer ce travail par rapport aux données actuelles sur les mécanismes 

oncogéniques médiés par les fusions NUP98, nous résumerons dans un premier temps les 

données de la littérature obtenues à partir de l‟étude des modèles murins de fusions NUP98. 

1. Que nous apprennent les modèles murins à propos des fusions NUP98 ?  

 

 D‟un point de vue fonctionnel, quatre types de fusion ont jusqu‟à ce jour été étudiés 

après modélisation murine. 

 

a) Dans les fusions NUP98-gènes à homéoboite (NUP98-HOX, NUP98-HHEX et NUP98-

PRRX1), il a été démontré qu‟elles codaient pour des facteurs de transcription, capables de 

maintenir l‟expression d‟Hoxa9 et d’Hoxa7 dans les cellules blastiques (Calvo et al., 2002; 

Hirose et al., 2008; Jankovic et al., 2008). HOXA9 est un gène qui, avec Hoxa7 et Meis1 

(cofacteur des Hox), fait partie du programme génétique d‟autorenouvellement des cellules 

souches hématopoïétiques (Calvo et al., 2002; Ghannam et al., 2004; Hirose et al., 2008; 

Jankovic et al., 2008; Kroon et al., 2001; Palmqvist et al., 2007; Pineault et al., 2005; Pineault 

et al., 2004). Il a été montré que cette action des « Nup98-Protéines à domaine Homéoboîte », 

était liée à leur fixation sur le promoteur de Hoxa9 et à celle des protéines acétyl-tranférases 

Cbp et p300, fixées sur la partie FG de la protéine chimérique (Kasper et al., 1999). La 

présence de ces protéines entraîne une acétylation du locus d‟Hoxa9, ce qui permet de 

maintenir la chromatine de ce locus, en conformation ouverte, générant ainsi l‟expression 

dérégulée du gène Hoxa9 et le blocage de différenciation des cellules souches 

hématopoïétiques (Pineault et al., 2004). De façon remarquable, dans tous les modèles murins, 

la protéine chimérique entraine l‟apparition progressive d‟une maladie myéloproliférative, se 

transformant en leucémie aiguë tardivement (9 mois après la greffe de progéniteurs murins, 

transduits avec un vecteur rétroviral, contenant le transcrit de fusion et greffés à des souris 

irradiées). (Pineault et al., 2003) ont démontré que le délai de survenue des leucémies aiguës 
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pouvait être considérablement raccourci en coexprimant les fusions Nup98-Hox avec le 

cofacteur Meis1. Des résultats totalement similaires avaient été obtenus par (Kroon et al., 

1998), sur des souris greffées par des cellules souches exprimant Hoxa9 et Meis1, 

conformément à la collaboration d‟Hoxa9 et de Meis1, dans le maintien des HSC (voir 

introduction).  

 

b) La fusion Nup98-Nsd1 est une autre fusion étudiée sur le plan fonctionnel. Comme nous 

l‟avons expliqué précédemment, la protéine de fusion contient  les répétitions FG de NUP98 

fusionnées à la quasi-totalité de NSD1 dont les domaines PHD de fixation à l‟ADN et son 

domaine SET2 capable de triméthyler la lysine 36 de l‟histone H3 (H3K36). Wang et al. ont 

démontré en 2007, par des expériences de Chip (Chromatine ImmunoPrecipitation), que 

Nup98-Nsd1 se fixait au niveau des promoteurs des gènes Hoxa5, Hoxa7, Hoxa10 et Meis1 

par l‟intermédiaire des domaines PHD et triméthylait H3K36 au niveau des promoteurs de ces 

gènes (Wang et al., 2007). Cette trimétylation de H3K36 maintient la chromatine en 

conformation ouverte et génère le maintien inapproprié de l‟expression des gènes Hoxa5, 

Hoxa7, Hoxa9 et de Meis1. Dans ce modèle, la survenue dans les souris greffées d‟une 

leucémie aiguë est rapide en moins de 3 mois.  

 

c) Les fusions Nup98-Jarid1a et Nup98-Ph23 ont elles aussi été modélisées. Elles codent 

toutes les deux pour des protéines de fusion constituées des répétitions FG de NUP98 et du 

domaine PHD de la famille des PHD3, qui permet la fixation de la protéine aux régions de la 

chromatine triméthylée, au niveau des lysines 4 des histones H3 (H3K4, Lysine 4 des 

Histones 3). Très récemment, Wang et al. ont démontré dans des modèles murins qu‟il 

suffisait de fusionner un domaine PHD3 aux répétitions FG de NUP98, pour obtenir une 

protéine à forte activité oncogénique. Ces auteurs ont également démontré que, comme pour 

les fusions Nup98-Nsd1, cette activité oncogénique est associée au maintien de l‟expression 

d‟Hoxa5, Hoxa7, Hoxa9 et Meis1 dans les cellules blastiques (Wang et al., 2009). 

 

d) Enfin, la fusion NUP98-Topoisomerase1 fut modélisée chez des souris greffées par 

Gurevich et al en 2004. Ces auteurs ont démontré la survenue chez ces souris, de leucémies 

aigües fatales, 7 mois après la greffe. Les auteurs ont montré que l‟activité oncogénique ne 

dépendait pas de l‟activité catalytique de la topoisomérase et que la transformation cellulaire 

n‟était pas accélérée par la coexpression de Meis1.  
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 En résumé, ces études montent que le maintien de l‟expression des Hox, en particulier 

d‟Hoxa9, est un des mécanismes oncogéniques des fusions de NUP98 avec les gènes du 

groupe 1 et 2. En effet, on peut raisonnablement émettre l‟hypothèse qu‟à l‟instar des fusions 

Nup98-Hox, Nup98-Hhex et Nup98-Pmrx1, les fusions Nup98-Pmrx2 et Nup98-Gsx2 ont le 

même type de fonctionnement. De même, les fusions de Nup98 avec Bptf et Nsd3, qui codent 

aussi des protéines régulant l‟expression des HOX durant le développement et dont la fusion 

avec NUP98 code des produits structurellement ressemblants, Nup98-Jarid1a et Nup98-Nsd1, 

peuvent également déréguler l‟expression des HOX. Dans le cas de la fusion avec les gènes 

du groupe 1, la survenue tardive dans les modèles murins, est liée à la nécessité de la survenue 

d‟un deuxième événement génétique, l‟hyperexpression de Meis1 par exemple. Dans le cas de 

la fusion avec un gène du groupe 2, la dérégulation de l‟expression des Hox et de Meis1 étant 

concomitante, la survenue d‟une leucémie aiguë est plus rapide. Ceci est lié à la propriété des 

modificateurs de la chromatine, d‟agir sur de nombreux gènes. Cette situation rappelle celle 

retrouvée avec les modèles murins de fusion MLL, dans lesquels la dérégulation simultanée 

des Hox et de Meis1, s‟accompagne de la survenue d‟hémopathies aigües rapidement fatales. 

Les gènes du groupe 1 et 2 constituant 65% des partenaires de NUP98, la dérégulation des 

gènes HOX, dans les progéniteurs hématopoïétiques, est un des mécanismes oncogéniques les 

plus fréquents des fusions NUP98. Cependant, le modèle murin de NUP98-TOP1 ne semble 

pas suivre ce modèle, car la coexpression de MEIS1 n‟accélère pas la survenue d‟une 

hémopathie fatale. Cela signifie que la voie oncogénique, médiée par la dérégulation des 

HOX, n‟est pas la seule activée par les fusions NUP98.  

 Que nous apporte la modélisation murine des fusions NUP98-HMGB3 et NUP98-

CCDC28A dans la compréhension de la leucémogénèse des fusions NUP98 ? 

 

2. Étude fonctionnelle de la fusion NUP98-HMGB3 

 

HMGB3 est un gène du groupe 2 des partenaires de NUP98, qui intervient dans le 

programme génétique de l’hématopoïèse 

HMGB3, avec HMGB 1 et 2, codent pour une sous-famille de la superfamille des 

protéines à boite « HMG» : « high-mobility group DNA-binding protein». Ce sont des 

protéines non-histones associées à la chromatine. Elles lient l‟ADN sans spécificité de 



125 

 

séquence. Il a été démontré, que les protéines Hmgb1 et 2 pouvaient interagir avec des 

protéines liant l‟ADN, comme les protéines de la famille Hox et Oct, les récepteurs stéroïdes, 

Rag1 et 2, Rel et p53. Contrairement à Hmgb1 et 2, dont l‟expression est ubiquitaire, hmgb3 

chez la souris adulte est exprimé dans les cellules souches hématopoïétiques, dans les 

progéniteurs primitifs et dans la différenciation des cellules érythroïdes. Sa surexpression 

dans des cellules hématopoïétiques murines inhibe la différenciation des cellules B et de 

certaines cellules myéloïdes, suggérant que la baisse de son expression est nécessaire pour la 

différenciation normale de ces précurseurs (Nemeth et al., 2003). Chez les souris 

transgéniques knock-out pour hmgb3, on constate une baisse des progéniteurs communs 

lymphoïdes et myéloïdes. Ces données suggèrent que le déficit en Hmgb3 altère le taux de 

génération et de différenciation des progéniteurs hématopoïétiques (Nemeth et al., 2005). 

Hmgb3 intervient également dans le destin des cellules souches hématopoïétiques (Nemeth et 

al., 2006).  

Des travaux récents ont démontré qu’Hmgb3 faisait partie d‟un programme pouvant être 

assimilé à celui des cellules souches embryonnaires (programme ESC), dont l‟expression est 

liée à un mauvais pronostic dans divers cancers humains (Ben-Porath et al., 2008; Wong et 

al., 2008). Somervaille et al. ont démontré, en comparant le transcriptome de cellules 

leucémiques murines Mll-Af10 ckit
+
 (compartiment enrichi en cellules souches leucémiques 

(CSL)), à celui de cellules Mll-Af10 ckit
-
, que le programme ESC était particulièrement 

exprimé dans les CSL murines Mll-Af10 (Somervaille et al., 2009). Ces auteurs ont démontré 

également que ce programme était physiologiquement exprimé, de façon transitoire, dans les 

progéniteurs myéloïdes. Ce programme s‟exprimait de façon permanente, en réponse à la 

présence de l‟oncogène et conférait alors aux progéniteurs, des propriétés 

d‟autorenouvellement, avec un arrêt de leur différenciation. Ces travaux ont également montré 

que 3 gènes, Hmgb3, Cbx5 et Myb étaient des gènes maitres de ce programme. En effet, des 

tests clonogéniques en methyl cellulose, sur des cellules c-kit
+
 murines transduites par ces 3 

gènes, montrent que leur coexpression était suffisante pour entrainer une immortalisation de 

ces cellules, indépendamment de l‟expression de Meis1 et d‟Hoxa9, cible de l‟oncogène Mll-

af10. Les auteurs en déduisent que durant l‟hématopoïèse normale, l‟expression des gènes du  

programme ESC est transitoire dans les précurseurs hématopoïétiques, du fait de l‟extinction 

physiologique de Meis1 et Hoxa9. Au contraire, en présence de Mll-af10 et d‟autres fusions 

Mll, il n‟y a pas de répression de l‟expression de Meis1 et d‟Hoxa9,  ce qui entraine le 
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maintien du programme ESC, l‟apparition de CSL et de la leucémie (Somervaille et al., 

2009).  

NUP98-HMGB3 ne dérégule pas l’expression du couple Hoxa9-Meis1. 

L‟étude in vivo, chez la souris irradiée, greffée par des progéniteurs hématopoïétiques (Lin
-
), 

infectés par un vecteur MSCV-IRES-GFP contenant la fusion Nup98-Hmgb3, montre que les 

animaux développent un syndrome myéloprolifératif rapidement mortel, transplantable chez 

des receveurs secondaires. Cette capacité de transformation est plus rapide que celle des 

fusions avec les gènes partenaires de NUP98 du groupe 1, et s‟accorde bien avec le modèle 

des fusions NUP98 avec les gènes partenaires du groupe 2. Cependant, l‟étude de l‟expression 

des gènes Hoxa9 et Meis1 dans les blastes des souris malades indique une faible expression de 

Hoxa9 et une absence de surexpression de Meis1. De ce fait, le pouvoir oncogénique de la 

fusion Nup98-Hmgb3 ne passe pas par l‟activation de la voie canonique Hoxa9 –Meis1. 

NUP98- HMGB3 dans la leucémogénèse 

La fusion NUP98-HMGB3, décrite dans une LAM secondaire, est la première 

description d‟une anomalie génétique impliquant le gène HMGB3 en pathologie humaine. 

Comme nous l‟avons vu précédemment, elle code une protéine contenant les domaines FG de 

la partie N-terminale de NUP98, fusionnée à toute la protéine HMGB3 et dont les cibles 

géniques sont celles d‟HMGB3. Nous émettons l‟hypothèse que les domaines FG de la 

protéine de fusion, en recrutant les acétyl-transférase CBP/P300, contribue au  maintien de 

l‟ouverture des loci des gènes cibles d‟HMGB3, ce qui, compte tenu du rôle d‟HMGB3, 

contribue à la transformation cellulaire, indépendamment de la dérégulation de l‟expression 

d’HOXA9 et de MEIS1.  

Une étude par Chromatin ImmunoPrecipitation on Chip (Chip on chip), réalisée à partir 

de cellules murines cKit
+
 Nup98-Hmgb3, permettrait l‟étude des cibles de cette protéine de 

fusion.  

3. Étude de la fusion NUP98-CCDC28A 

 

CCDC28A code pour une protéine nucléaire de fonction inconnue 

Le gène CCDC28A code pour une protéine à domaine coiled-coil, non apparentée à une 

famille de protéine connue. Il est exprimé dans l‟ensemble des tissus humains adultes et dans 
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le placenta. La protéine CCDC28A est de localisation nucléaire. Elle possède deux domaines 

conservés avec une protéine humaine, codée par le gène CCDC28B, situé en 1p35.1. 

CCDC28B, aussi appelé MGC1203, est muté chez 6% des patients souffrant du syndrome de 

Bardet-Biedl, maladie syndromique conséquence d‟une ciliopathie. CCDC28B colocalise 

dans les structures péricentriolaires avec les autres protéines BBS, impliquées dans le 

syndrome de Bardet-Biedl (Badano et al., 2006). Les études in silico montrent que CCDC28A 

est conservé chez les vertébrés. Chez la drosophile, seul le premier domaine est conservé.  

La fusion NUP98-CCDC28A entraine chez la souris une hémopathie maligne myéloïde 

rapidement fatale indépendamment du couple Hoxa9-Meis1.  

 L‟étude in vivo, chez la souris irradiée, greffée par des progéniteurs hématopoïétiques 

(Lin
-
), infectés par un vecteur MSCV-IRES-GFP contenant la fusion Nup98-Ccdc28a, montre 

que les animaux développent un syndrome myéloprolifératif rapidement mortel, 

transplantable chez des receveurs secondaires. Comme pour la fusion Nup98-Hmgb3, Nup98- 

Ccdc28a n‟implique pas la voie canonique Hoxa9 et Meis1. 

CCDC28A dans les hémopathies humaines 

 L‟absence de fonction connue pour CCDC28A rend plus difficile l‟élaboration 

d‟hypothèse dans les mécanismes de transformation. L‟hyperexpression isolée de CCDC28A, 

dans des progéniteurs hématopoïétiques (Lin
-
), infectés par un vecteur MSCV-IRES-GFP-

CCDC28A avec un épitope HA, n‟a pas de propriété transformante. Néanmoins, une 

hyperexpression de CCDC28A est retrouvée dans des échantillons de leucémies aiguës.  

 Les deux fusions que nous avons étudiées constituent deux modèles murins de fusions 

Nup98 à transformation rapide. Elles se rapprochent des modèles murins des fusions Nup98-

gène de type 2. Cependant, à la différence des modèles rapportés dans la littérature, elle ne 

semble pas utiliser la voie Hoxa9-Meis1. Cela signifie que les voies oncogéniques recrutées 

par les fusions NUP98 ne sont pas uniquement celles passant par l‟activation inappropriée et 

constitutive des gènes HOXA9 et MEIS1. Ces résultats vont dans le sens de ceux  récemment 

publiés par Sophie Kaltenbach sur la fusion NUP98-MLL, dans lesquelles les blastes ne 

surexpriment pas les HOX et MEIS1 (Kaltenbach et al., 2010). De même, les travaux de thèse 

de Gwendoline Soler montrent également que la fusion Nup98-Lnp1 (Lnp1 codant une 

protéine cytoplasmique) ne cible pas le gène Meis1.  
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E. Conclusion 

 

 Les données actuelles concernant les fusions NUP98 mettent en évidence les 

caractéristiques suivantes : 

 Même si NUP98 est un gène à multipartenaires, les fusions NUP98 sont rares dans les 

hémopathies malignes. Elles n‟ont jamais été rapportées dans des hémopathies malignes B, 

mais surviennent dans des hémopathies malignes myéloïdes (90% des cas) et lymphoïdes T. 

Ces fusions sont générées par des remaniements chromosomiques, essentiellement des 

translocations, événements souvent isolés dans le caryotype, indiquant qu‟elles interviennent 

de façon majeure dans la leucémogénèse.  

 Les voies moléculaires de la leucémogénèse des fusions NUP98 passent pour la 

majorité d‟entre elles par la surexpression des gènes HOX du cluster A. Dans le cas des 

fusions NUP98-gènes à homéoboites qui constituent 46% des gènes partenaires de NUP98 

(groupe 1 des gènes partenaires), les modèles animaux montrent qu‟elles entrainent des 

transformations lentes, nécessitant pour l‟entrée en leucémie aiguë, un deuxième évènement 

génétique, qui est le plus souvent une surexpression de l‟oncogène MEIS1. Dans le cas des 

fusions NUP98-gènes intervenant dans le contrôle de la conformation de la chromatine (21% 

des gènes fusionnés à NUP98), en dehors de la fusion NUP98-MLL, les fusions modélisées 

montrent également le rôle important de la dérégulation des gènes HOX dans la 

transformation cellulaire. Mais à la différence des fusions NUP98-homéogène, elles ciblent, 

du fait de leur fonction, d‟autres gènes, dont MEIS1. De ce fait, ces fusions dérégulant les 

HOX et MEIS1 sont des modèles à transformation rapide. Ces résultats rapprochent ces 

fusions NUP98, des fusions MLL qui ciblent également la voie des HOX.  

 Nos travaux montrent que d‟autres voies moléculaires peuvent également être 

recrutées par ces fusions pour la transformation des cellules. La fusion NUP98-HMGB3 peut 

se situer en aval de la voie HOX et MEIS1, mais nous n‟avons aucune information sur les 

voies empruntées par la leucémogénèse NUP98-CCDC28A. De même, l‟étude des fusions 

NUP98-gènes cytoplasmiques sera d‟une grande utilité pour mieux appréhender de nouveaux 

mécanismes liés aux fusions NUP98.  

 Il est important à ce propos de citer les récents travaux de (Takeda et al., 2010), 

publiés en mars de cette année, qui démontrent que les fusions NUP98 sont également 

caractérisées par des dysfonctionnements du trafic nucléoplasmique des protéines. Ces auteurs 

démontrent en effet, à partir d‟expériences de cotransfection, dans des cellules de la lignée 

K562, de NUP98-HOXA9 ainsi que de NUP98-DDX10, que les domaines FG de ces protéines 
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chimériques fixent l‟exportine CRM1 (chromosome region maintenance 1), malgré l‟absence 

de signaux d‟exportation nucléaire, normalement nécessaire pour la fixation des protéines 

cargo à cette exportine. Ces auteurs ont démontré que cette fixation à CRM1 entrainait la 

rétention de CRM1, ainsi que celle de NFAT et NFƙB, protéines se fixant sur CRM1 pour 

leur exportation vers cytoplasme. Cette rétention entraine ainsi une augmentation de leur 

activité transcriptionnelle, pouvant être un événement oncogénique coopératif.  

On peut donc supposer que les fusions NUP98 avec des protéines qui ont perdu leur domaine 

de localisation nucléaire ou leur domaine d‟exportation nucléaire (ce qui est le cas pour les 

fusions NUP98-Topoisimérases), ou avec les protéines cytoplasmiques, doivent perturber 

considérablement le trafic nucléo-cytoplasmique. 

 

Ainsi, les protéines NUP98 agissent-elles comme des molécules, qui :  

 par leur partie NUP98 interviennent  

o d‟une part dans l‟ouverture de la chromatine (acétylation par la fixation de 

CBP/P300) des loci ciblées par certaines protéines partenaires (HOX et gènes 

partenaire de type 2 et 3) 

o d‟autre part dans la rétention nucléaire de facteurs de transcription augmentant 

par là leur activité transcriptionnelle 

 par les protéines partenaires ciblent des facteurs de la différenciation des cellules 

hématopoïétiques, comme les HOX, dont ils dérégulent l‟expression. 
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F. Perspectives 

 

 Bien que rare, les fusions NUP98 sont des fenêtres sur des mécanismes moléculaires 

oncogéniques, dont certains sont connus (voie HOX), et d‟autres sont nouveaux.  

 Les fusions NUP98-HMGB3 et NUP98-CCDC28A sont des oncogènes puissants 

(transformation rapide) dont la modélisation devrait nous permettre d‟appréhender d‟autres 

voies que celles des HOX. Une étude du transcriptome des cellules murines blastiques cKit
+
 

de ces fusions pourrait mettre en évidence des nouveaux gènes cibles dérégulés, 

potentiellement impliqués dans des mécanismes de survie, de prolifération ou de 

différenciation. L‟étude du protéome de NUP98-CCDC28A et de CCDC28A déboucherait sur 

une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires de cette fusion, ainsi que le rôle 

physiologique de ce nouveau partenaire de NUP98. 

 

 Les remaniements du gène NUP98 dans les hémopathies malignes semblent associés à 

un pronostic défavorable, malgré l‟utilisation des polychimiothérapies intensives actuelles. 

L‟identification de cibles nouvelles pourrait permettre l‟optimisation des traitements, par 

l‟utilisation de thérapeutique « à la carte », ciblant l‟altération des voies de signalisation 

particulièrement importantes,  dans le maintien et la résistance des cellules leucémiques aux 

traitements conventionnels. 
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