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ETUDE CYTOGENETIQUE DE TROIS MYELOMES (SP
2

N,SP
2

M,SP
2

B) ET D'UN 

HYBRIDOME (4A8) DE SOURIS. 

Résumé. 

Le présent travail est une contribution à l'étude 
des chromosomes de trois lignées de myélom es de souris: SP 2 B,SP 2M,SP 2 N, 
ainsi que d'un hybridome de la même espèce: 4A8. 
Nos observations sont les suivantes: 

a. en ce qui concerne les nombres chromosomiques,nous n'avons pas 
observé un nombre modal unique pour chaque lignée mais bien 
une dispersion autour d'une valeur centrale. Les myélomes ont 
montré que 90% des cellules avaient de 58 à 74 chromosomes (les 
deux nombres extrêmes pouvant varier suivant les lignées). 
L'hy bridome a montré une double distribution, de 68 à 85 
chrom osomes pour 50% des mitoses et de 97 à 107 chromosomes pour 
40% des mitoses. Cette dispersion des nombres chromosomiques 
auto ur d'une valeur centrale peut vraisemblablement être attribuée 
a u fait que les "myélomes" de départ étaient déjà de nature 
"hybride". 

b. diverses anomalies chromosomiques ont pu être identifiées.Les plus 
fréq uentes sont des chromosomes métacentriques et des "double
minutes". La mise en évidence de bandes (banding) a toutefois 
per mis d'observer l'existence de remaniements plus complexes de 
t y pe inversions ,translocations ou duplications segmentaires. 

c. co mparés au caryotype normal de la souris, un chromosome 
"marqueur" est présent dans les lignées SP

2
B et SP 2 N. Il s'agit 

d 'une fusio n centromérique entre un chromosome 3 eE 5 (Rb 3;5). 
Au niveau de la lignée SP

2
M, une fusion entre deux chromosomes 4 

a été identifiée ; elle ne se retrouve pas dans les autres lignées. 
Enfin, un chromosome marqueur identique dans les lignées SP

2
M et 

SP 2 B a été noté; le banding est le même mais les remaniements 
sont tels qu'une identification précise est difficile. Toutefois, 
un chromosome 12 et un chromosome 15 semblent impliqués! 
L 'utilisation des bandes nous a également permis de montrer que 
des éléments d'apparence normale à la coloration de routine sont 
en fait considérablement remaniés, au point que très peu de 
chro mosomes normaux persistent dans les lignées ét udiées. 

d. nous avons également observé que le nombre de chromosomes 
métacentriques et de double-minutes n'est pas constant d'une 
lignée à l'autre et même d'une cellule à l'autre. Un nombre 
minimum de ces marqueurs semble cependant indispensable à la 
propagation cellulaire in vitro. 
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CHAPITRE I 



CHAP.I. LES CHROMOSOMES DE MAMMIFERES 

A. CHROMOSOMES DE MAMMIFERES ET CULTURES IN VITRO 

Les chromosomes de mammifères ne peuvent 

s'étudier que lors des divisions cellulaires. En effet, 

ils ne sont visibles que pendant le cycle de division 

6 . 

de la cellule et plus précisément au stade métaphasique. 

C'est pourquoi il est nécessaire,pour les étudier,d'utiliser 

des cultures in vitro, moyen le plus commode pour disposer 

de cellules se multipliant activement. 

Le stade le plus favorable à l'observation 

étant la métaphase, on peut en augmenter le nombre en 

détruisant le fuseau avec de la colchicine. Il suffit 

ensuite de disperser les chromosomes au sein de la cellule 

pour pouvoir les étudier. 

Les cultures in vitro permettent aux cellules 

de se trouver dans un milieu favorable à leur multiplication 

Le milieu est cependant tout aussi favorable au x micro

organismes. La stérilité des milieu x est donc essentielle. 

De plus,on sait agir sur leur composition. Par exemple, 

on peut ajouter des antibiotiques, des vitamines, des 

produits tampons maintenant un pH proche du pH physiologique 

du sérum, ... etc. 

Par ailleurs, les cultures permettent de maintenir plus 

ou moins longtemps, selon leur nature, les cellules, de 

les étudier à longue échéance, et de pouvoir disposer d'une 

qùantité de matériel importante parfois nécessaire. 

B. CELLULES NORMALES DUREE DE VIE LIMITEE 

La plupart des cellules normales de vertébrés 

meurent apr è s un certain nombre de divisions en culture. 

Par exemple, chez les mammifères, les cellules se divisent 

plus ou moins 50 fois avant de mourir ( HAYFLICK et MOORHEAD 



1961, sur des lignées cellulaires diploides humaines 

cultivées in vitro ). 

7 . 

On croit que cette durée de vie limitée reflèterait la durée 

de vie normale de l'animal dont les cellules dérivent 

( ALBERTS et al., 1983 ). 

Cependant, occasionnellement, des cellules 

immortelles apparaissent en culture. Ces cellules peuvent 

se multiplier indéfiniment et forment des lignées cellulaires 

Suivant leur nature, leur développement est meilleur 

lorsqu'elles sont attachées à une surface solide et leur 

croi~sance cesse lorsqu'elles ont formé une couche continue 

sur la surface de la boîte de culture ( "monolayer cell 

c u 1 t u r e " ) . D ' au t r e s c e 11 u 1 e s , c o mm e 1 e s c e 11 u 1 e s p 1 a s ma t i q u es 

de ~ouris SP
2 

par exemple, sont capables de croitre en 

suspension. 

· Les cellules cancéreuses forment aussi des 

lignées immortelles, aussi bien in vitro qu'in vivo. 

De plus, les cellules cancéreuses prolifèrent souvent à 

une vitesse beaucoup plus élevée que les cellules normales. 

De telles propriétés peuvent d'ailleurs être induites 

expérimentalement dans des cellules normales par "transfor

mation" avec un virus ou un ·agent chimique servant d'inducteur 

tumoral. 

Ces lignées cellulaires transformées provoqueront une tumeur 

si elles sont injectées à l'animal. 

En résumé, les lignées cellulaires, transfor

mées ou non, sont très utiles en tant que source d'un grand 

nombre de cellules d'un type uniforme, surtout depuis qu'on 

peut les stocker à -70°C pour une période indéfinie ; 

après décongélation, les cellules produites sont tout à fait 

viables. 

C. IMMORTALITE CHANGEMENT DU CARYOTYPE 

Le caryotype des cellules somatiques 

de mammifères est en fait très stable. Dans des conditions 

normales, depuis la première division après la fécondation 
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Résumé . 

Le présent travail est une contribution 
des ch romosomes de trois lignées de myélomes de souris: 
ainsi que d'un hybridome de la même esp è ce: 4A8. 

à l'étude 
SP

2
B,SP

2
M,SP 2N 

Nos ob servati o ns sont les suivantes: 

a. en ce q ui concerne les nombres chromosomiques,nous n'avons pas 
observé un nombre modal unique pour chaque lignée mais bien 
une dispersion autour d'une valeur centrale. Les myélomes ont 
montré que 90% des cellules avaient de 58 à 74 chromosomes (les 
d e ux nombres extrêmes pouvant va rier suivant les lign é es). 
L'hybridome a montré une double distribution, de 68 à 85 
chromosomes pour 50% des mi t oses et de 97 à 107 chromosomes pou 1 
40% des mitoses. Cette dispersion des nombres chromosomiques 
a ut our d'une valeur ce ntrale peut vraisemblablement être attribL 
a u fait que les "m yélom es" de dépar t étaie nt déjà de nature 
" h y b r i d e " . 

b. diverses anomalies chromosomiques ont pu être identifiées . Les plL 
f r éq uentes sont des chromosomes métacentriques et des "double
minutes". La mise en évide nce de bandes (banding) a toutefois 
permis d'observer l'existence de remaniements plus complexes de 
type inve rs ions ,trans locations ou duplications seg mentaires . 

c. comparés au caryotype normal de la souris, un ch romosome 
"marqueur" est présent da n s les lignées SP 2 B et SP?N . Il s'agit 
d'une f usion cent rom ériq ue entre un chromosome 3 eE 5 (Rb 3;5). 
Au niveau de la lignée SP 2~r, une fusion entre deux c hr omoso mes 4 
a été identifiée ; elle ne se retrouve pas dans les a utr es lignées. 
En fin, un chromoso me marqueur identiq ue dans les lignées SP 2M et 
SP 2 B a été not é ; le banding est le même mais les rem a n ie ments 
sont tels qu 'un e identification précise est difficile . Toutefois , 
un chromosome 12 et un chromosome 15 semblent impliq u ~s! 
L'utilisation des bandes nous a également permis de montre r que 
des éléments d'apparence norma l e à la coloration de r outine sont 
en fait considérablement remaniés, au poin t que très peu de 
ch romos omes normaux p rsistent dans les lig nées ét udi ées . 

d. no us avons également obser vé que le nombre de chromoso mes 
métacentriques et de double-minutes n'est pas consta nt d'une 
lignée à l'autre et même d'une cellule à l ' a utre. Un nombre 
minimum de ces marqueurs semble cependant indispensable à la 
propagation cellulaire in vitro. 
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jusqu'à la mort de l'individu, les cellules somatiques 

présentent un même caryotype. C'est très important et même 

essentiel en cytogénétique : toute cellule somatique peut 

être utilisée pour des études caryotypiques spécifiques. 

Cette grande stabilité chromosomique a été 

rapportée dans de nombreuses études dont celle effectuée 

par HAYFLICK en 1965 sur des lignées cellulaires diploîdes 

humaines, cultivées in vitro. 

Néanmoins, dans certaines circonstances, la stabilité 

du caryotype des cellules somatiques de mammifères n'est 

8. 

plus observée. C'est le cas des cellules tumorales ( tumeurs 

spontanées ou induites ) ou des lignées cellulaires 

immortelles cultivées in vitro provenant de cellules normale E 

ou non. 

On admet généralement que les changements 

survenus dans le caryotype correspondent à l'adaptation 

du génome à son nouvel environnement. - Si la cellule et 

son génome ne sont pas adaptés, elle disparaît. 

Inversément, si la cellule survit et s'adapte, cela peut 

donner lieu à une lignée cellulaire "immortelle" 

( au contraire des souches cellulaires à durée de vie finie) 

D'une façon générale, l'immortalité cellulaire 

s'accompagne le plus souvent d'un changement du caryotype 

avec anomalies chromosomiques. Il suffit pour s'en rendre 

compte de prendre l'exemple bien connu de la trisomie d'un 

chromosome particulier qui a été décrite en tant qu'anomalie 

caryotypique survenant dans de nombreux néoplasmes d'animaux 

et plus particulièrement de souris ( COWELL,1979; DOFUKU et 

al. , 1979; SPI RA, 1979; SASAKI, 1982 ) . 

Ces observations étayèrent l'hypothèse qu'un phénotype 

cellulaire malin résulterait d'un déséquilibre gé nét i que. 

Bien que le génome cellulaire soit générale

ment stable, on sait que cette stabilité n'est pas constante 

Divers réarrangements chromosomiques ou anomalies peuvent 

survenir spontanément. 

On peut distinguer les anomalies stables telles les varia

tions de nombre de chromosome d'une même paire , 



les translocations, délétions, inversions et les anomalies 

instables ne pouvant la plupart du temps être transmises 

aux cellules filles de manière symétrique ( ces cellules 

présentent alors un caryotype différent de celui de 

9 . 

la cellule dont elles sont issues ) telles les cassures 

chromosomiques, les chromosomes en anneau, les dicentriques, 

... etc. 

La souris ayant un caryotype peu favorable 

à l'analyse ( même aspect et même taille des chromosomes), 

toute la gamme des changements possibles pouvant être 

rencontrée dans les cellules de myélomes et d'hybridomes 

étudiées peut rendre fort complexe la détermination de 

l'origine des fragments impliqués. 

Les remaniements chromosomiques observés 

en cancérologie impliqueraient les oncogènes. 

On sait en effet aujourd'hui que de l'ADN d'une cellule 

cancéreuse transféré dans une cellule normale peut transfor

mer cette dernière. Le mécanisme en a été compris en 

étudiant les rétrovirus, c'est-à-dire les virus à RNA. 

Ceux-ci sont en fait capables de provoquer à l'échelle 

de la cellule un cancer. Ils possèdent non seulement des 

gènes nécessaires dans la régulation de leur multiplication 

mais aussi des gènes déclenchant le cancer et issus de copie E 

de gènes normaux présents dans les cellules, les oncogènes. 

L'hôte possède un ou des oncogènes à l'état normal pouvant 

être activés. 

On connait l'existence d'environ 50 oncogènes chez l'homme 

et les retrouve dans pratiquement toutes les espèces. 

Il s'agirait donc de séquences conservées à travers 

l'évolution et,par conséquent 1 d'une importance particulière, 

peut-être en rapport avec la multiplication et la différen

ciation cellulaire. 

Les études récentes font un rapprochement 

entre ces oncogènes et les anomalies chromosomiques associée E 

aux cellules cancéreuses et donc à l'immortalité cellulaire. 

Des travaux effectués sur différentes tumeurs animales et 

humaines suggèrent de plus un rôle de l'oncogène c-myc 

(oncogène ~ellulaire ) dans les tumeurs lymphocytaires 

en général. 



10 . 

A côté d'un rôle dans l'amplification ( ALITALO, 1983 ; 1985; 

SCHWAB, 1983) l'oncogène c-myc serait impliqué dans des 

réarrangements de plusieurs types de tumeurs dérivées 

de cellules B et de cellules T : chez la souris, le réarran

gement du locus c-myc se ferait par des translocations 

chromosomiques à partir d'un chromosome 15 sur lequel il 

se trouve originellement ( KLEIN, 1981; 1983 ). 

Les points de cassure de ces translocations affectent 

d'ailleurs souvent les loci des chaines lourdes et légères(l,~ 

d'immunoglobulines des tumeurs de cellules B, comme 

le lymphome de Burkitt chez l'homme, les plasmacytomes 

de souris et les immunocytomes de rat. 

C'est à partir de ces observations que 

G.KLEIN en 1981 proposa que la région du gène codant pour 

l'immunoglobuline pourrait fournir un proto-oncogène cellu

laire, transloqué à proximité de promoteurs actifs dans 

les cellules B et donc l'activant. 

Plusieurs études ont confirmé par la suite que l'expression 

du gène c-myc transloqué était dérégulée : il perd sa 

capacité de répondre aux signaux de régulation normale lors 

de la différenciation des cellules B ( revu par CROCE et 

NOWELL, 1985; et CORY, 19 8 6 ). 

Comment se ferait la dérégulation du gène c-m ~ 

au cours des translocations n'est toujours pas élucidé , 

bien que diverses hypothèses aient été suggérées : 

par exemple,il pourrait y avoir perte d'inhibition en feed

back de l'expression de l'oncogène ( SIEBENLIST et al., 1984 ) 

une transcription altérée, une instabilité du RNA provenant 

du gène c-myc réarrangé ( CORY , 1986 ), etc. 

D. IMMORTALITE IN VITRO ET CANCER IN VIVO ANALOGIES 

L'immortalité cellulaire semble étroitement 

liée à un changement du caryotype. D'autre part, les cellule~ 

cancéreuses in vivo semblent se développer d'une façon 

qui leur est tout à fait propre et échappent à la régulation 

de l'organisme au sein duquel elles se trouvent. 



Les anomalies chromosomiques à leur niveau étant 

semblables à celles rencontrées dans les cellules 

immortelles cultivées in vitro, ceci suggère que les 

remaniements chromosomiques sont associés à la survie 

indéfinie des cellules. 

· 1 1 . 

En fait, il s'agit d'une idée déjà ancienne. 

BOVERI au début du siècle, proposa le premier ce concept. 

Depuis,de nombreuses études ont été faites sur la constitutich 

chromosomique de tumeurs humaines et animales, essayant 

de montrer que le développement de la malignité pourrait 

être associé avec un déséquilibre de chromosomes. 

Les études avant 1950 étaient de portée limitée, vu les 

difficultés techniques rencontrées. 

Durant ces trentes dernières années cependant de nombreuses 

données se sont accumulées, montrant que la majorité 

des tumeursavaient des anomalies chromosomiques et qu'elles 

étaient pratiquement toutes dérivées d'une seule cellule 

présentant occasionnellement des changements progressifs, 

par rapport au caryotype de la lignée souche. 

Les chromosomes étant porteurs de l'informati oh 

génétique et la transformation de cellule normale en cellule 

cancéreuse étant transmissible aux dE:9::endants de la lignée 

souche originelle, il était a priori raisonnable de prétendre 

que le DNA cellulaire était impliqué d'une qu~conque manière 

dans le changement. 

Comme nous le verrons plus loin, de nombreuses 

informations sont maintenant disponibles quant à l'apparition 

spécifique de changements chromosomiques dans les tume u rs 

animales. 

L'interprétation n'est cependant pas toujours facile : 

elle dépend des espèces ou lignées animales étudiées, mais 

aussi des systèmes expérimentaux utilisés. 

Par exemple, certains changements chromosomiques spécifiques 

dans des tumeurs de souris ( tels la trisomie 15 des lymphomes 

de cellules Tet les translocations impliquant le chromosome 
I 

15 des plasmacytomes ou myélomes ) furent dabord considérés 

comme dépendants du type de cellule d ' origine, tandis que 

la trisomie 2, trouvée dans différents types de tumeurs chez 

les rats, était considérée comme spécifique du type d'agent 

inducteur utilisé. 



1 2 . 

Toutefois, on sait maintenant que la trisomie 

15 fut observée également dans des lymphomes de cellule B, 

et la trisomie 2 s'avera être induite par plus d'une sorte 

de carcinogène. 

E. CHROMOSOMES ET GENES 

L'étude des chromosomes qui,heureusement 

pour nous,sont visibles au microscope, permet en fait 

d'étudier ce qui se passe au niveau des gènes portés par 

ces chromosomes. 

En réalité, ce ne sont donc pas les chromosomes qui sont 

importants dans le cancer mais bien les gènes 

les remaniements chromosomiques observés sont l'aspect 

visible au microscope optique des remaniements géniques! 

C'est pourquoi il est important de définir ici 

tout ce qui est lié à l'aspect génique l'amplification 

génique, les effets de position et toutes les anomalies que 

l'on peut rencontrer qui nous sont rendus apparents au 

moyen des translocations, des inversions et délétions 

chromosomiques, des double-minutes, ... etc. 

Ce sont tous ces changements qui,en définitive 

font que la cellule se libère de son contrôle habituel et 

ne se conduit plus comme une cellule normale. 

1.- L'AMPLIFICATION GENIQUE 

Les cellules cancéreuses ont fourni l'occasion 

d'étudier toute une série d'anomalies chromosomiques 

numériques ou de structure dans les cellules de mammifères 

dont les cellules de souris. 

Ces aberrations comprennent des translocations ( c'est-à-dire 

fixation d'un chromosome ou d'une partie de chromos-Orne sur 
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un autre chromosome), des inversions ( cassure chromosomique 

suivie d'une rotation à 180° ), des délétions ( pertes de 

fragments chromosomiques ) , ... etc. 

Récemment, on a pu rajouter à cette liste 

deux types tout à fait particuliersde réarrangements : 

les double-minutes et les régions à coloration homogène. 

Des données récentes montrent que ces deux anomalies 

représentent en fait les formes cytologiques ( ou cytogénéti

ques ) de l'amplification de gènes ( BIEDLER et SPENGLER,197 6 

LEVAN et al., 1976; 1980 ). 

Les "double-minutes" apparaissent comme 

de petites structures chromatiniennes habituellement 

sphériques et souvent par paires. Ils montrent une hétéro

généité numérique et de structure dans leur distribution 

entre cellules. Ils ont habituellement une taille 

approximative de 0,3 - 0,5fa11 de diamètre ( LEVAN et al., 

1978; BARKER et al., 1979 ) mais peuvent varier depuis 

les limites de résolution optique jusqu'à la dimension 

de petits chromosomes (v.fig.1). 

Les "régions à coloration homogène" ( HSR) 

portées par certains chromosomes ne montrent pas d'images 

de banding ( mise en évidence de ·"bandes" sur les ch r omosome E 

habituelles et uniformes (v.fig.2). 

Dans certains cas bien étudiés, on a montré que ces HSRs 

représentaient les sites d'amplification de gènes spécifiqueE 

( NUNBERG et al., 1978; MILLER et al., 1979; WAHL et al. ,198 2 

Par analogie, toutes les autres régions à coloration 

homogène pourraient représenter l'amplification génique, 

même si on n'a pas pu démontrer chaque fois une surproductio n 

de produits de gènes spécifiques ( COWELL, 1982b). 

On sait actuellement que les double-minutes 

et les régions à coloration homogène partagent la même 

propriété : ils représentent une amplification génique, et 

se retrouvent presqu'exclusivement dans les cellules 

cancéreuses. 

Lorsqu'ils sont présents dans la même population cellulaire, 

ils sont mutuellement exclusifs au sein d'une même cellule 

( BALABAN-MALENBAUM et al., 1977; COWELL, 1980k GEORGE et al. 

1980) sauf cas exceptionnels ( GEORGE et al., 1982) ; 
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Les premières études des double-minutes (DMs) 

et des HSRs de lignées cellulaires résistantes au méthotrexate 

chez la souris, ont permis de proposer qu'elles contenaient 

des gènes amplifiés de la déhydrofolatereductase ( BIEDLER et 

al., 1976 ). Depuis lors, il a été clairement démontré que 

dans les systèmes de résistance au méthotrexate par exemple, 

ces anomalies représentent bien des formes variées 

d'amplification de gènes. 

Il reste cependant encore à éclaircir comment ces deux types 

d'aberrations apparaissent et comment elles sont 

structurellement liées. On pense actuellement à une réplica

tion multiple du gène et à la provenance directe des DMs 

à partir des régions à coloration homogène (HSRs) elles

mêmes (BALABAN-MALENBAUM et al., 1977; COWELL, 198O..o..;1981; 

WIGLEY et al., 1984 ). 

2.- LES EFFETS DE POSITION 

L'"effet de position" recouvre la notion 

que les gènes situés sur les chromosomes s'expriment en 

fonction de leur position et en fonction de la position 

relative des autres gènes. 

Lors de réarrangements chromosomiques, certains gènes 

pourront ne plus s'exprimer ou au contraire être activés, 

parcequ'ils ne sont plus dans le même ordre sur le chromosome 

Il est évident que cet effet de position 

ne se voit pas directement mais indirectement1 suite à 

divers types de remaniements tels que translocations, 

inversions, ... etc. ,au niveau des chromosomes. 

La souris ayant par ailleurs ( comme nous 

l'avons signalé) un caryotype difficilement "analysable " 

(même aspect des chromosomes, même taille ), toute la gamme 

des changements possibles peut rendre fort complexe . 

la détermination de l'origine des fragments impliqués dans 

des réarrangements et donc l'identification des chromosomes. 
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Il semble enfin que ces effets de position 

sont d'une grande importance ( en occurrence et fréquence) 

dans l'étude du caryotype des myélomes et hybridomes 

de souris, vu l'ensemble et le type de résultats obtenus 

(v.résultats). 



CHAPITRE II 
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CHAP.II. ETUDE DES CHROMOSOMES D'HYBRIDOMES DE SOURIS 

A. DEFINITIONS 

ci-dessous. 

* MYELOME 

* HYBRIDOME 

Quelques notions importantes sont définies 

Un plasmacytome ou myélome est une cellule 

tumorale plasmatique de type B du système 

immunitaire qui peut ou non produire 

différents types d'immunoglobulines (protéines 

de myélome ). 

C'est une cellule provenant de la fusion 

d'un lymphocyte B, prod ucteur d'anticorps 

d'une souris im munis ée, avec un myélome. 

L'hybridome possède ainsi la capacité de 

fabriquer un anticorps particulier et 

de se multiplier indéfiniment. 

* BANDES CHROMOSOMIQUES ---------------------

Ce sont les régions chromosomiques mises 

en évidence par des techniques de "banding" 

spécifiques et diverses qui permettent de 

regrouper les chromosomes présentant un même 

type de bandes. 

Elles permettent d'observer plus de 400 

détails (pour certains, presque 2000) au 

niveau du caryotype. 

Chaque bande peut ainsi être identifiée 

suivant une nomenclature standard pour 

chaque espèce. 
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B. LES CHROMOSOMES DES MYELOMES CHEZ LA SOURIS 

Du point de vue caryotypique, différentes 

études ont été faites (SHEPARD et al. ,1974a,b;l976;1978;1979; 

SOROKINA, 1986 ). Mais on s'est surtout penché sur 

la présence éventuelle de marqueurs chromosomiques précis 

pouvant caractériser les myélomes. 

Ce sont SHEPARD et ses collaborateurs (1974; 

1978) qui décrirent,les premiers,deux marqueurs dérivés 

des chromosomes 12 et 15 (ou 18) dans trois plasmacytomes 

de souris presque tétraploides ( leur caractéristique 

commune était la présence d'un chromosome 12 allongé et 

d'un chromosome 15 raccourci ). 

YOSHIDA et MORIWAKI (1975) trouvèrent des marqueurs similaires 

dans un plasmacytome diploide. Ceux-ci furent identifiés 

comme provenant d'une translocation entre un chromosome 12 

et un chromosome 15 (T 12;15) avec des points de cassure 

précis (situés entre les bandes 12F2 et ISE). 

Plus tard, d'autres études (YOSHIDA et al., 

1978 ) révélèrent que,chez la souris, dans plusieurs 

plasmacytomes indépendants, un chromosome 15 était impliqué 

dans une translocation avec un chromosome 10 ou 12. 

Plusieurs faits suggèrent ainsi aujourd'hui 

que le phénomène de cassure d ' un chromosome 15 serait 

essentiel dans la pathogenèse des plasmacytomes ( SHEPARD et 

al. ,1978; OHNO et al.,1979) chez la souris. 

Un intérêt tout particulier fut, par ailleurs, 

porté sur l'implication des chromosomes 6 et 12 dans 

la formation d ' un marqueur caractéristique des myélomes. 

En effet, on a pu localiser sur le chromosome 6 de la souris 

le locus de la chaîne légère d'immunoglobuline (chaîne lambda) 

et celui de la chaîne lourde sur le chromosome 12. 

A l'heure actuelle, on pense que des translo

cations "non-aléatoires", impliquant le chromosome 15 avec 

un chromosome 12 ou un 6, seraient ainsi caractéristiques 

des plasmacytomes de souris (v.fig.3). 



C. HYBRIDATIONS SOMATIQUES HYBRIDOMES 

1.- L'HYBRIDATION PREMIERES TENTATIVES 

Pendant plusieurs années, BARSKI (1962) 

étudia des lignées hétéroploides de cellules de souris 
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in vitro. Deux de ces lignées, dérivées de la même culture 

initiale, devinrent avec les années fort différenterpar 

leur degré de néoplasticité. Ayant observé des différences 

morphologiques et caryotypiques entre les deux lignées, 

il essaya de mettre en évidence une transformation ( du type 

de celle qu'on trouve chez pneumoccocus ) en cultivant 

les deux types de cellules ensemble. 

Après trois mois de culture mixte, apparu un nouveau type 

cellulaire, caractérisé par un nombre de chromosomes 

presque égal à la somme des nombres modaux ( nombre de 

chromosomes présenté par le plus grand nombre de cellules) 

des deux types de cellules! C'était de toute évidence 

des cellules "hybrides". Elles contenaient dans un seul 

noyau les génomes combinés des deux parents.( il faut noter 

que la nature hybride de ce nouveau type cellulaire a pu 

être identifiée grâce à la présence de chromosomes marqueurs 

dans les deux lignées parentales). 

Les premières publications de BARSKI furent 

reçues avec grand septicisme les métaphases hybrides 

assez rares et . observées parmi les métaphases des cellules 

parentales furent considérées comme des artéfacts résultant 

de la superposition dans les préparations caryotypiques 

des métaphases des deux parents. 

C'est en 1960 que B.EPHRUSSI, convaincu de 

l'importance potentielle d'une telle expérience, reproduisit 

avec des lignées cellulaires semblables et endéans quelques 

mois les mêmes résultats. 



Par la suite, de nombreuses études 

confirmèrent ces résultats et prouvèrent que les deux 
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génomes parentaux étaient actifs dans ces hybrides somatiques 

provenant de lignées permanentes. 

a. HYBRIDATION DE CELLULES DIPLOIDES NORMALES 

Toutes les expériences d'hybridation 

entre cellules ou lignées cellulaires permanentes ne furent 

pas effectuées avec succès. Les différents échecs furent 

sans doute dûs à la rareté des hybrides entre certains 

types cellulaires ou au manque d'avantage sélectif 

de certains hybrides sur les cellules parentales. 

Plusieurs hybrides nouveaux furent isolés 

par la suite et plus particulièrement une nouvelle sorte 

d'hybride d'une grande importance : on obtint les premiers 

hybrides entre cellules de souris de lignée cellulaire 

permanente et des cellules diploides d'une souris nouveau-né 

portant une translocation de petits chromosomes. 

Le nombre chromosomique total était, à un chromosome près, 

celui auquel on pouvait s'attendre ; c'est-à-dire à 

la somme des nombres chromosomiques des deux parents. 

Ces hybrides étaient d'une importance 

particulière parcequ'ils montraient pour la première fois 

que des cellules diploides pouvaient aussi s'hybrider 

lorsque leurs partenaires étaient des cellules d'une lignée 

permanente, néoplasique. 
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b. LES PREMIERS SYSTEMES SELECTIFS POUR L'ISOLATION 

D'HYBRIDES SOMATIQUES 
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En 1964, J.LITTLEFIELD démontra qu'en 

utilisant deux lignées cellulaires portant des marqueurs 

sélectifs différents, on pouvait établir ( comme en génétique 

microbienne) un système sélectif dans lequel les hybrides 

survivraient, pas les cellules parentales. 

Il utilisa pour cela deux lignées dérivées d'une lignée de 

souris hétéroploide connue sous le nom de lignée L : 

une était résistante à la 8-azaguanine, l'autre à la 5-

bromodeoxyuridine (Budr) 

Ces deux types de résistance sont à rattacher 1 respectivement 

au manque de l'enzyme hypoxanthine-guanine phosphorybosyl 

transferase (HGPRT) et de la thymidine kinase (TK) qui 

sont nécessaires à la phosphorylation et donc à l'incorpora

tion d'analogues de base du DNA. 

Le système de sélection des hybrides est basé 

sur le fait que les cellules de mammifères ont accès à deux 

chemins différents pour synthétiqer les nucléotides. 

La voie DE NOVO où les nucléotides sont synthétisés à partir 

des sucres et des acides aminés, et la voie ALTERNE, qui 

utilise des nucléosides préformés, l'hypoxanthine et 

la thymidine (v.fig.4). 

La voie primaire peut être bloquée par l'aminoptérine. 

L'utilisation de la voie alterne est fonction de la présence 

simultanée de la TK et de l'HGPRT. Ainsi, les cellules 

parentales résistantes (déficientes en enzyme) sont incapables 

de croître dans un milieu contenant de l'hypoxanthine, de 

l'aminoptérine et de la thymidine : un milieu HAT. 

Au contraire, les h y brides possédant les gènes des deux 

parents et donc pouvant produire de la TK et de l'HGPRT, se 

développent dans ce milieu. 

Très tôt ce système de Littelfield fut 

utilisé comme modèle dans beaucoup d'expérimentations de 

ce type. Des marqueurs similaires,résistants à certaines 

drogues,furent introduits dans plusieurs autres lignées 

cellulaires permanentes et des hybrides furent obtenus par 
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des procédures analogues. 

Non moins important fut l'établissement 

par la suite d'un système semi-sélectif. 
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En utilisant le même milieu sélectif, HAT, DAVIDSON et 

EPHRUSSI (1965) montrèrent qu'on pouvait obtenir des hybrides 

entre des cellules hétéroploÏdes portant un marqueur 

sélectif et des cellules diplo~des sans marqueurs. 

Les cellules hétéroploÏdes sont tuées par le milieu sélectif 

tandis que les hybrides possèdent les enzymes nécessaires 

à leur croissance. Ceux-ci sont facilement différenciés 

des cellules diploÎdes parentales par leur vitesse de 

croissance différente. 

Des expériences du même type ont montré plus 

tard que le taux effectif d'obtention d'hybrides était très 

élevé si on utilisait des proportions très différentes 

de cellules parentales ( par exemple 10 6 cellules de lignée 
2 3 .. 

avec marqueur pour seulement 10 ou 10 cellules diploides). 

Le taux est de : une cellule diploïde sur 100 forme 

un hybride. 

Si on augmente la proportion de cellules diploïdes, 

ce taux diminue ( cet effet inexpliqué est aussi observé 

dans d'autres croisements spontanés et dans des hybridations 

induites par virus). 

2.- LES HYBRIDOMES 

C'est en 1975 que KOHLER et MILSTEIN eurent 

l'idée de fusionner des cellules de myélomes de souris 

et des lymphocytes b de rate de souris immunisée avec 

un antigène déterminé. Ils obtinrent ainsi les premi~rs 

HYBRIDOMES. (v.technique) 

Ceux-ci possèdent à la fois le caractère immortel du myélome 

et la propriété de produire des anticorps SR~cifiques 

du l y mphoc y te (v.fig.4 bis). 
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D. SECRETIONS IN VITRO ET CARYOTYPE 

Lorsqu'on injecte une molécule antigénique 

à un animal, il répond en synthétisant toute une série 

d'anticorps spécialisés, et présentant souvent une grande 

hétérogénéité dans une même famille. Il est très di f ficile 

de séparer ces différents anticorps. 

On sait que chaque anticorps est fabriqué 

par un clone de l ymphocytes unique. Il suffira donc d'isoler 

ce clone producteur d'anticorps et de le mettre en culture 

pour avoir une secrétion permanente de protéines de même 

classe et de même affinité, dirigé contre l'antigène, 

c'est-à-dire un anticorps monoclonal. 

Mais une culture continue de lymphocytes normaux est 

impossible car ils ne se multiplient que pendant quelques 

générations in vitro. Ne peuvent se multiplier in v i tro 

indéfiniment que des cellules transformées! 

Or dans certaines tumeurs ma l ignes du système 

immunitaire comme les myélomes, un clone prolifère 

rapidement tout en produisant de · gr a ndes quantités 

d'immunoglobulines monoclonales. 

Ces cellules peuvent être cultivées indéfiniment et secrètent 

in vitro la même immunoglobuline monoclonale. On ne peut 

malheureusement pas souvent découvrir contre quel antigène 

celle-ci est dirigée. On ne sait pas non plus faire produire 

à un myélome un anticorps dirigé contre un antigène 

donné ( MILSTEIN,1985). 

Dans les h y bridomes, comme nous l'avons vu 

plus haut,l'information des deux cellules fusionnées peut 

s'exprimer en même temps . Ils pourront donc synthétiser 

deux chaines lourdes (H) et deux chaines légères (L) de 

la protéine, conduisant à la formation de plusieurs 

immunoglobulines de spécificités différentes selon 

les combinaisons possibles d'association entre chaines 

lourdes et chaines légères (H
2

L
2

). 



24. 

Si on veut éviter cette "diversité" , on choisi~ 

des cellules myélomateuses mutantes, n'exprimant aucune 

chaîne d'immunoglobuline en plus de leur déficience en 

HGPRT et/ou en TK (cfr production d'anticorps monoclonal). 

Le type d'immunoglobuline secrété sera donc uniquement 

du lymphocyte avec lequel le myélome a été fusionné. 

Les hybridomes sélectionnés d'après leur 

spécificité de production d'un anticorps particulier, pourront 

alors servir à une production abondante de celui-ci par deux 

méthodes : soit par inoculation à une souris histocompatible 

avec les cellules fusionnées, soit par croissance en milieu 

de culture (v.hybridomes utilisés et techniques de culture). 

Il est évident par ailleurs que toutes 

les protéines qui se trouvent dans le milieu de culture 

et qui ont été secrétées par les cellules de myélomes et 

d'hybridomes, ont été en fait codées par des gènes se trouvant 1 

sur les chromosomes. 
1 

On sait aussi que pour chaque type de chaîne d'immunoglobuline 

( les chaînes légères k, les chaî_nes légères i\ et les chai:nes 

lourdes), il existe des "pools" de gènes séparés sur des 

chromosomes différents, à partir desquels une seule chaîne 

polypeptidique est éventuellement synthétisée ( le DNA doit 

en effet être réarrangé pendant le développement d'une cellule 

B productrice d'immunoglobuline afin de constituer 

une "immunoglobuline entière"). 

Les gènes codant pour les protéines se trouvant 

sur les chromosomes, une relation directe peut être faite 

entre le caryotype observé des cellules de souris et les 

secrétions que l'on peut trouver dans le milieu de culture! 

IL DEVIENT AINSI TRES INTERESSANT DE CARACTERISER CYTOGENE

TIQUEMENT LES CELLULES DE MYELOMES ET D'HYBRIDOMES AFIN 

D'ETABLIR EVENTUELLEMENT DES CORRELATIONS GENOTYPIQUES ET 

PHENOTYPIQUES. 



E. BUTS DU PRESENT TRAVAIL 

Nous avons entrepris le présent travail 

pour étudier les points suivants : 

1. caractériser du point de vue cytogénétique 

des hybridomes couramment utilisés du point de vue 

expérimental : 

étude numérique et morphologique 

des chromosomes pour chaque lignée 

- mise en évidence de marqueurs 

chromosomiques éventuels. 

- caractérisation des chromosomes au 
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moyen des techniques récentes de banding. 

2. Identifier des changements caryotypiques survenus 

au niveau de chaque lignée. 

3. Adapter des techniques de banding aux chromosomes 

des myélomes et hybridomes de souris, et situer l'étude 

de ces chromosomes de myélomes et d'hybridomes de souris 

dans le cadre de la cytogénétique actuelle du cancer. 

4. Essayer d'établir les corrélations existant entre 

les chromosomes et les protéines secrétées afin de 

pouvoir ultérieurement localiser certains gènes. 



CHAPITRE III 



CHAP.III. HYBRIDOMES UTILISES ET TECHNIQUES D'ETUDE 

A. LES HYBRIDOMES ET MYELOMES 

1.-Origine des "myélomes" utilisés dans ce travail 

La lignée cellulaire utilisée pour 

l'hybridation, SP 210 , est une lignée bien connue 

des spécialistes dont l'origine est connue. 
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Selon SHULMAN et al.(1978), la lignée SP
21O

-Ag 14 a été 

isolée à partir d'un reclonage d'une lignée SP 2 /HL-Ag, 

elle-même dérivée en plusieurs étapes de la souche 

SP
2

/HLGK. Cette dernière provient d'une hybridation entre 

une cellule de rate de souris BALB/c et le myélome X63-Ag8. 

On sait que la souche SP
21O

-Agl4 est 

résistante à la 8-azaguanine, qu'elle meurt en milieu 

HAT (Hypoxanthine Aminoptérine Thymidine) et qu'elle 

ne synthétise pas de chaînes d'immunoglobuline. 

Elle aurait plus ou moins 73 chromosomes par rapport 

au myélome X63-Ag8 qui en posséderait environ 65 (SHULMAN 

et al.,1978). 

Les "myélomes" étudiés ici (SP
2 

de 

Bruxelles, SP 2 de Malroie et SP 2 de Namur) sont en fait 

déjà des hybridomes, ce qui n'est pas fait pour simplifier 

notre étude et qui pourrait expliquer la grande variabilit' 

observée dans leur caryotype. Il s'agit d'une difficulté 

que nous n'avions pas prévue. 

Vu les fréquents reclonages effectués, 

afin de "stabiliser" la lignée pour la production 

d'anticorps monoclonaux, l'interprétation des variations 

chromosomiques est plus délicate. 

Dès lors, nous avons procédé comme suit : nous avons 

étudié ~ pour la première fois le caryotype des lignées 
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qui nous étaient fournies. 

Cette première étude nous a servi de point de départ 

( et pourra servir pour d'autres ) à intervalles 

réguliers, de nouvelles études cytogénétiques ont été 

effectuées ( et sont à prévoir dans le cadre d'un autre 

travail éventuel ) pour estimer la stabilité du caryotype 

et la constance des "marqueurs" mis en évidence. 

En effet, il fallait s'assurer qu'il n'y avait pas 

de modifications (ou,au contraire,qu'il y en avait) en 

cours d'étude. 

2.-0rigine des hybridomes. 

Le protocole expérimental utilisé est 

résumé ci-dessous (données aimablement fournies par 

le département d'immunologie) 

a. Production de cellules immunitaires 

Dans le cas présent,on a utilisé 

des souris immunisées par des membranes plasmiques de 

rats chez lesquels un rappel a été effectué tous 

les 15 jours. 

La rate est extraite stérilement et 

ensuite broyée avec un homogénéisateur dans du chlorure 

d'ammonium. On effectue une centrifugation et plusieurs 

lavages dans du milieu de culture RPMI 1640 sans sérum. 

b. Cellules de myélomes 

Le myélome utilisé est de la souche 

SP 210-Agl4 décrite ci-dessus et qui est lui-même déjà 

un hybridome monoclonal. Il répond ici aux conditions 

de compatibilité (homofusion souris-souris). 
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c. Fusion 

On met les cellules de rate et de myélome 

dans un rapport proche de 6/1 respectivement, avec 

l'agent de fusion polyéthylèneglycol dans du milieu de 

culture RPMI 1640. 

Il suffit par la suite de resuspendre 

les cellules fusionnées en milieu HAT et de les mettre 

en culture (plaque avec puits; la dénomination de l'hybride 

4A8 venant d'ailleurs de la position de celui-ci dans 

cette plaque. Par exemple 4e rangée, 8e colonne). 

Les clones intéressants sont conservés 

et préservés par congélation. La production importante 

d'anticorps se fera soit en culture,soit en réinjectant 

à l'animal ces cellules, provoquant une ascite. 

Note Le milieu de culture utilisé est le RPMI 1640; 

il est constitué de : 

- HEPES (tampon) 

- Foetal calf serum 

- Na H C0 3 
- Pénicilline 

10 unités / ml 
Streptomycine 

- Glutamine 200 mM 

- Sodium pyruvate 100 mM 

- RPMI minimum en poudre 

- pH 7,4 

4,7 gr/1 

10 % 

0,85 gr/1 

10 ml/1 

10 ml/1 

10 ml/1 
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B. TECHNIQUES CYTOGENETIQUES 

Chez les mammifères, les chromosomes 

somatiques ne sont visibles que lors d'une division 

cellulaire ( chez la drosophile,par exemple,on peut les 

observer en intercinèse ). C'est au stade métaphasique 

de la division que l'observation est la plus aisée. 

L'obtention d'une source de cellules encore capables de 

se diviser est donc d'une importance fondamentale pour 

préparer les chromosomes mitotiques. 

Nous avons pu bénéficier de la nature 

prolifique des myélomes et hybridomes de souris. 

De plus, la quantité de matériel d'étude qui nous était 

nécessaire, nous a été fournie tout au long du travail 

par le département d'immunologie. 

Cela nous a permisde traiter immédiatement les cultures 

de cellules sans devoir en assurer le maintien et de gagner 

beaucoup de temps. 

1.- OBTENTION DES CHROMOSOMES 

La mise en évidence des chromosomes 

mitotiques se fait par une technique bien connue 

colchicine, solution hypotonique et fixation. 

Le principe est le suivant : la colchicine ajoutée 

au milieu bloque les métaphases par destruction du fuseau. 

La solution hypotonique permet de disperser les chromosomes 

au sein de la cellule. La fixation préserve les cellules 

dans cet état gonflé et l'étalement par s~chage à l'air 

(air-drying) ramène tous les chromosomes dans un même plan. 

On peut,dès lors,effectuer une numération aisée 

au microscope optique. 



Nous allons maintenant détailler 

ces diverses étapes. 

a. Arrêt des cultures 
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Environ 2h30 avant la fin de la culture 

est ajoutée de la colchicine qui est en concentration 

finale de 1 g/ml , c'est-à-dire 0,1 ml de la solution s~ock 

par ml de culture. 

Ces temps et concentration permettent 

d'éviter une condensation trop forte des chromosomes et 

mènent souvent â une bonne séparation des chromosomes 

métaphasiques. 

b. Solution hypotonique 

Une centrifugation préalable est nécessaire 

pour éliminer le milieu de culture. Elle se fait â 1200 RPM 

pendant 5-10 min. 

La dispersion d~s chromosomes est réalisée 

grâce â l'utilisation d'une solution hypotonique de KCl. 

La solution stock étant â 6 % de KCl, on effectue 

une dilution 10, ce qui mène â une concentration finale 

égale â 0, 6 %. La du~é e ~u choc hypotonique est de 7 min. 

On centrifuge alors â 600 RPM pour éliminer 

le milieu hypotonique, ce qui évite une agression trop 

intense des cellules fragilisées par la solution hypotonique 

qui provoquerait une perte de chromosomes par rupture 

des cellules, ainsi que pour permettre une meilleure 

fixation. 

c. Fixation 

Un mélange de méthanol (contenant · 1/5 

d'isopropanol) et d'acide acétique glacial respectivement 

en proportion 3/1 est ensuite ajouté de manière 
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"anhydre" , par ml, au culot de centrifugation. 

On laisse,après légère remise en suspension des cellules~ 

le tout au frigo à 4° pendant une vingtaine de minutes. 

On répète cette dernière étape 2 fois avec une centrifugation 

intermédiaire pour retenir les cellules, le surnageant 

étant jeté. On peut ainsi stocker les cellules au frigo 

pendant quelques temps. 

d. Etalement sur lame 

A l'aide d'une pipette Pasteur, on remet 

en suspension les cellules. Ensuite, on laisse tomber 

des gouttes sur des lames propres, mouillées,à 4~ et 

tenues légèrement inclinées. 

On effectue un "air-drying" avec étalement énergique 

pour une bonne dispersion des cellules : on passe alors 

brièvement la lame au dessus d'une flamme pour sécher 

rapidement. 

2.- COLORATION DE BANDING 

Aucun des 40 chromosomes de souris 

ne peut être identifié après une coloration conventionnelle 

au Giemsa. Ils sont tous télocentriques et ne varient pas 

beaucoup en taille. Deux exceptions sont les chromosomes 

19 et les chromosomes Y qui peuvent être identifiésavec 

certitude sans l'utilisation des techniques de banding 

(revu par MILLER et MILLER,1975). 

a. La mise en évidence des bandes généralités. 

On distingue plusieurs types de bandes. 

Elles consistent en la mise en évidence 

de bandes fluorescentes après coloration à 
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la moutarde de quinacrine. Cette coloration ne 

demande pas de prétraitement spécial, mais une obser

vation en fluorescence ; cette dernière pâlit 

rapidement, ce qui nécessite un examen rapide. 

Un prétraitement des chromosomes fixés 

est nécessaire pour modifier les protéines associées 

au DNA. On dénature soit par la chaleur (60°) dans 

une solution salée, soit en traitant les chromosomes 

avec une enzyme protéolytique comme la trypsine. 

La coloration utilisée est celle du Giemsa. 

Les chromosomes ainsi préparés montrent une succession 

de bandes claires et foncées. 

La topographie des bandes Gest constante pour 

chaque paire et se rapproche de celle des bandes Q. 
Cependant, les régions adjacentes au centromère qui 

contient l'hétérochràmatine constitutive sont bien 

colorées par le Giemsa mais pas par la quinacrine. 

3) Bandes R 

Elles sont obtenues par dénaturation à 

la chaleur (87°). Elles représentent l'inverse 

des bandes G. 

Cette technique a les mêmes applications 

que les bandes G, un intérêt supplémentaire réside 

cependant dans la mise en évidence plus marquée 

des régions télomériques (parties terminales 

des chromosomes). 

Elles permettent de révéler l'hétérochroma

tine constitutive des chromosomes. On les retrouvera 

donc au niveau des centromères qui apparaissent 

fortement colorés tandis que les chromatides sont 

uniformément pâles. 
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L'essentiel consiste en un prétraitement 

alcalin. 

Ce type de banding est utilisé pour 

localiser les centromères et 1 éventuellementJ d'autres 

zones à hétérochromatine sur les chromosomes. 

Ce système de bandes permet de mettre 

en évidence les régions porteuses des organisateurs 

nucléolaires ( NOR) qui,autrement~ne peuvent 

l'être que par hybridisation in situ. 

Deux types de méthodes sont utilisées 

les méthodes de dénaturation (bandes N) et 

les méthodes de précipitation argentique (Ag-NOR). 

b. Description des techniques de banding utilisées. 

Nous détaillerons ci-dessous les techniques 

que nous avons utilisées plus particulièrement pour 

le présent travail. 

1) Technique_"réversible"_de_~!~~-~~-~~!~~~~~ 

des bandes G. 

Les méthodes habituelles de coloration 

des bandes G couramment utilisées ont une action 

irréversible sur quelques constituants chromosomique~ 

et cela d'une manière plus ou moins prononcée. 

Ceci rend le plus souvent impossible la répétition 

de la coloration sur une même lame. 

C'est pourquoi, afin d'éviter 

une multiplication excessive de montages et préparations 

chromosomiques, il est apparu nécessaire d'utiliser 

une procédure de coloration complètement réversible, 

mise au point aux Facultés N-D de la Paix par le père 

LICHTENBERGER (1983). 
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On procède de la façon suivante 

- une solution de dilution (tampon "SN") comprenant 

H
2

0 distillée 

Citrate de Potassium 

Urethane 

Chlorure de Sodium 

Eosine Y à 1% 

100 ml 

2 gr 

1 gr 

0,25 gr 

0,8 ml 

- la coloration des lames se fait par addition de 

Giemsa à cette solution. 

- le mélange se fait dans des proportions 1/3-6, 

respectivementJde Giemsa et de tampon SN. Il doit être 

réalisé juste avant usage. 

- le temps de coloration est de 2min.30sec. 

- il faut ensuite rincer abondamment à l'eau courante 

- il faut attendre que la lame soit sèche pour 

pouvoir l'examiner au microscope après montage au DPX 

ou non. 

- il est possible de recolorer une lame après "nettoyage" 

à l'alcool et à l'eau. Pour recolorer une lame montée, 

il faut cependant effectuer un nettoyage préliminaire 

au toluol (qui permet d'enlever le milieu de montage) 

et d'effectuer exactement la même procédure. 

2) Technique_de_mise_en_évidence_des_bandes_C. 

La technique utilisée est une légère 

modification de celle de SUMNER (1972). 

On procède de la façon suivante 

- traitement pendant 15 min. à une solution saturée 

en hydroxyde de baryum à 50°C. 

- rinçage à l'eau distillée. 
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- les lames sont alors plongées dans une solution 

de SSC X2 ( NaCl 0,3 M ; Citrate trisodique 0,03 M) 

à 60°C pendant une heure. 

- rinçage à l'eau distillée. 

coloration au Giemsa pendant 5 min. 

- rinçage à l'eau courante et séchage. 

note : Un traitement insuffisant à l'hydroxyde 

de baryum entraîne une coloration trop prononcée 

des chromatides et donc, un mauvais contraste des bandes C 

Il faut alors le prolonger de 30 sec. Par contre, 

un traitement trop long provoque un non marquage 

des chromosomes qui apparaissent très pâles . 

3) Les_techniques_de_mise_en_évidence_des_bandes_N. 

Deux types de méthodes permettent 

de colorer les régions porteùses des organisateurs 

nucléolaires : par dénaturation (bandes N à proprement 

parlé) ou par précipitation argentique ( coloration 

Ag-NOR). 

* La technique initiale de bandes N faisant intervenir 

un traitement à l'acide trichloracétique et à l'HCl, 

à chaud, a été modifiée (FUNAKI et al. ,1975) 

- incubation à 96°C dans une solution de Na H
2

Po
4 

M 

à pH 4,2 (ajusté avec du NaOH IN) pendant 15 min. 

rinçage à l'eau distillée et coloration pendant 20 min. 

dans une solution de Giemsa à 4 % dans du tampon 

phosphate 1/15 M à pH 7. 

- rinçage à l'eau courante et "air-drying". 



4) 

37. 

* Une technique directe de coloration par le nitrate 

d'argent (BLOOM et GOODPASTURE, 1976) permet de 

visualiser certains NORs rapidement : 

- recouvrir les lames avec une solution de nitrate 

d'argent à 50% dans de l'eau distillée. 

- couvrir par une lamelle. 

- mettre en chambre humide pour éviter la dessication 

de la préparation, pendant 4 heures à 50°C. 

- rinçage à l'H
2

0 dist. et séchage à l'air. 

- coloration éventuelle au Giemsa 2%, 15 sec. si 

le contraste des chromosomes est trop faible. 

rem.: Il est cependant difficile d'interpréter 

les lames vu certaines précipitations non

spécifiques; de plusJcette technique ne révèle 

pas tous les NORs. 

Il semble donc préférable d'utiliser la méthode 

à développeur colloidal de HOWELL et BLACK (1980 ) 

pour éviter ces problèmes. 

Il est possible de faire ces différentes 

colorations l'une après l'autre en suivant cependant 

un certain ordre. Par exemple, effectuer des bandes G 

puis des bandes C , ou des bandes N puis des G. 

Cela permet d'accumuler des informations différentes 

à partir d'une même métaphase. 
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3.- TECHNIQUES MICR0PH0T0GRAPHIQUES 

L'étude du caryotype se fait par examen 

au microscope optique des lames préparées précédemment. 

Il faut repérer les mitoses sur la lame 

d'abord à faible grossissement, ensuite à des grossissements 

supérieurs si elles répondent aux critères que l'on s'est 

fixé au départ : bon étalement, coloration suffisante, 

chromosomes dont les chromatides sont restées accolées, .. etc. 

Une fois trouvée, la métaphase convenant à l'analyse est 

observée à l'immersion pour arriver à un grossissement de 

1250 fois. 

Il faut s'astreindre à examiner ainsi 

chaque lame pour repérer les meilleures métaphases qui 

seront photographiées par la suite. 

Bien que la détermination du nombre modal (nombre de 

chromosomes le plus souvent rencontré par métaphase ) et, 

plus rarement~ l'identification des chromosomes puissent se 

faire directement, on travaille plutôt sur microphotographie E 

En effet, dans le cas de la souris et, 

plus spécialement, des myélomes et hybridomes, la déterminati c~ 

du nombre modal n'est pas chose facile : tous les chromosome E 

de souris sont télocentriques ( ils ont leur centromère 

en position terminale), de taillespresque identiques mais 

surtout pour les myélomes et hyridomes, ils sont bien 

plus nombreux que le nombre modal établi de la souris 

50 à 110 chromosomes par rapport aux 40 habituels. 

Pour des métaphases ayant plus de 100 

chromosomes dans les hybridomes, il devient d'autant 

plus difficile d'en trouver de bien étalées 

L'observation est donc longue avant d'en trouver une où 

tous les chromosomes sont séparés. 
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Heureusement, la détermination du nombre 

modal peut quand même se faire si quelques chromosomes 

seul_ement se touchent ou se superposent. 

Par contre,l'identification précise des chromosomes (par 

la technique des bandes) ne peut se faire convenablement 

sur de telles préparations 

Les microphotographies permettent 

une numération des chromosomes, leur classement éventuel 

selon la taille, après découpage. 

Lorsque de belles bandes apparaissent sur les chromosomes, 

il devient possible de les regrouper de manière univoque. 

Ces microphotographies permettent) 

en outreJd'obtenir un contraste optimal parmi les différentes 

bandes par l'utilisation d'un certain type de papier, 

d'un certain temps d'exposition, ... etc. 

Les mitoses choisies pour cette étude ont été photographiées 

en utilisant un film AGFA ortho 25 à haut pouvoir de 

résolution. L'utilisation d'un filtre vert donne un fond 

très clair sur les positifs et augmente la netteté des bords 

des chromosomes. Les photographies ont été agrandies 

environ 4 fois, donnant un agrandissement final de plus 

de 4000 fois. 

Le classement des chromosomes en fonction 

d'un critère choisi (longueur, indice centromérique, ... etc.) 

permet d'effectuer le caryotype. 

Ce classement plus précis est basé 

sur le fait qu'au niveau de toute cellule diploide, 

les chromosomes sont par paires: un élément d'origine 

paternel, l'autre d'origine maternelle. 

On peut donc reconstituer des paires qui ont parfois 

des détails caractéristiques,sauf chez la souris où ils sont 

tous télocentriques si on n'utilise pas la technique de 

bandes. 
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Cependant,un détail particulier peut 

parfois,à lui seul,permettre de reconnaître un chromosome 

c'est un chromosome marqueur. 

Par exemple, chez la souris, l'apparition d'un chromosome 

métacentrique (c'est-à-dire à centromère médian) peut 

être considéré comme un chromosome marqueur s'il est unique. 

S~ il y en a plusieurs, identiques en taille et en position 

du centromère, il faut nécessairement recourir aux techniques 

de banding pour en avoir une identification correcte. 



FIGURE 5 

FIGURE 6 

Métaphase présentant des chromosomes 

trop condensés. 

Exemple de métaphase présentant 
des chromosomes aux chromatides décollées. 



C. ADAPTATION DES TECHNIQUES AUX HYBRIDOMES 

ET MYELOMES DE SOURIS. 
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Les techniques d'obtention des chromosomes 

et des systèmes de banding étant difficiles, de nombreuses 

mises au point ont été nécessairesavant l'obtent~on 

d'images satisfaisantes. 

Les modifications majeures effectuées sont ainsi détaillées 

ci-dessous. 

1.- PREPARATION DES CHROMOSOMES 

Après examen au microscope de plusieurs 

lames préparées avec la méthode habituelle (v.p. 34), 

nous avons observé que, de manière générale, les chromosomes 

étaient trop condensés . (v. fig. 5 ). 

Les métaphases avaient des chromosomes mal séparés et aux 

chromatides souvent (pas toujours) décollées(v.f.6). Le nombr e 

de métaphases présentes sur les lames était relativement 

grand, avec une variation non nette entre types de lignées 

myélomateuses. 

Il nous est donc apparu nécessaire de changer , 

dans un premier temps, la durée d'exposition à la colchicine 

et/ou sa concentration finale dans la culture afin 

de diminuer la condensation des chromosomes. 

a) Modifications concernant la colchicine. 

Le temps fut gardé à 2H30 dans des échantillon f 

con~ôles, les autres étant soumis à des temps d'exposition 

de 2HOO, 1H30, lHOO, 30 min. et les derniers sans colchicine 

du tout. 
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Si on n'ajoute pas de colchicine, il apparaît 

quand même des métaphases avec chromosomes relativement 

allongés, mais en petit nombre. 

Une première conclusion pouvait être dégagée 

de nombreux examens au microscope : la colchicine 

permettait d'obtenir plus de métaphases ( comme prévu par 

ses propriétés bien connues) et une durée d'action de 

30 min. semblait favoriser l'allongement ~uffisant 

des chiomosomes. 

La concentration en colchicine semble avoir 

un effet plus difficilement mis en évidence. 

En effet, seules des concentrations nettement différentes 

ont montré des modifications apparentes au niveau 

des chromosomes ; par exemple, une trop faible concentration 

empêche une action de la colchicine au niveau de beaucoup 

de métaphases. 

Une solution optimale, combinant le temps 

d'exposition et la concentration de la colchicine les plus 

favorables,a pu ainsi être mise au point. 

b) Modifications concernant la solution hypotonique. 

Le problème majeur rencontré est l'étalement 

des chromosomes, dÛ à leur nombre élevé. Il faut donc 

agir sur les facteurs le favorisant : la solution 

hypotonique et la méthode d'étalement elle-même (v.point c) ) 

- Nous avons ainsi essayé d'allonger le temps d'exposition 

à la solution hypotonique et/ou sa concentration : 

colchicine pendant 30 min. , solution hypotonique pendant 

5, 15 et 30 min. 
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Les résultats ont montré que la durée 

d'exposition à la solution hypotonique ne semble pas 

avoir d'influence après une durée d'action minimale de 

10 min. cela pour la concentration habituelle de cette 

solution. 

- En variant par la suite la concentration de la solution 

qui fut portée à 0,3 %, 0,45 % et 0,9 % de KCl, nous 

n'avons pu constater d'amélioration dans les étalements 

pour une concentration de 0,03 %, peu de métaphases 

furent trouvées ( à cause sans doute de l'éclatement 

des cellules dans un milieu trop peu concentré ). 

Suite à _ces divers changements, 

nous avons pu constater que l'obtention de bons résultats 

était dépendante d'un temps d'exposition de 10 min. et 

d'une concentration de la solution de KCl à 0,06 %. 

c) Modifications concernant la fixation des cellules. 

Essayant d'améliorer les étalements, 

nous avons modifié la technique de base de fixation 

- soit en effectuant un troisième passage au fixateur, 

estimant qu'il y aurait une meilleure dissolution 

des protéines ( RONNE et al., 1979 ) , 

- soit en fixant pendant une nuit à 4°C , 

-soit en fixant directement les cellules dans du méthanol 

pur selon la nouvelle technique de Korthof (1986). , 

Cette technique vise à préserver les cellules en un état 

rétréci et évite des pertes lors de l'addition de fixateur 

à acide acétique. L'étalement est alors effectué directement 

sur la lame ( non plus dans des tubes coniques). 

Selon le mélange alcool/acide acétique en proportions 

diverses, un conœôle peut être alors obtenu. 
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Cette méthode permet aussi de stocker 

les préparations pendant plusieurs jours en changeant · 

le fixateur de temps en temps. 

Les séquences à suivre sont les suivantes 

on laisse couler deux,trois gouttes de cellules fixées 

au méthanol pur sur la lame qui a été nettoyée au préalable 

à l'acide et à l'alcool. 

Immédiatemment après, on superpose des gouttes d'un mélange 

ac.acétique/méthanol de concentration définie à l'avance. 

En essayant des concentrations différentes de ce mélange, 

on arrive à des étalements plus ou moins bons. 

Les chromatides sont malheureusement souvent décollées 

(ceci pouvant être dÛ à une action trop forte de l'acide 

acétique) et "attaquées" les bords des chromosomes ou 

même tout le chromosome sont peu nets. 

- soit en fixant normalement mais sans isopropanol (qui 

pourrait freiner un "scattering" des chromosomes ). 

- soit en fixant selon la manière "classique" avec 

resuspension dans 0,1 ml de solution hypotonique et pas 

de façon "anhydre". 

d) Modifications concernant l'étalement. 

Il nous est apparu utile d'essayer 

d'apporter des modifications à la méthode habituelle 

ou même d'autres techniques d'étalements. 

- "air-drying" nos étalements habituels n'étant 

satisfaisants, nous avons tout 

pas 

dabord 

pensé à augmenter la hauteur à partir de laquelle on 

laisse tomber les gouttes sur les lames le reste 

consistant en un "air-drying" ordinaire ( ROTHFELS et al., 195 f 
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- par la suite, nous avons essayé d'augmenter les dilutions 

des suspensions cellulaires afin de permettre à chacune 

de s'étaler sans être superpo~ées ou freinées par d'autres. 

Jusqu'ici, seules les méthodes dites 

"classiques" avaient fait l'objet de modifications. 

Deux techniques moins utilisées ou plus récentes ont 

cependant été employées ; elles sont décrites ci-après. 

- "Blaze-drying" Lorsque des étalements adéquats ne 

peuvent être obtenus, un séchage, 

en faisant brûler la solution fixatrice (=blaze-drying), 

peut être parfois utile. 

Les préparations effectuées ne se colorent cependant pas 

aussi vite que lors du séchage à l'air 

de mauvaises bandes sur les chromosmes. 

- Technique_de_Korthof : 

et il y a souvent 

L'autre technique utilisée est celle 

de KORTHOF (1986). Bien que précédemment décrite pour 

son action sur la fixation, y intervient aussi l'étalement 

qui se fait directement sur la lame. 

Ce dernier est réalisé par l'addition d'un mélange 

d'alcool et d'acide acétique en proportions diverses sur 

les cellules préalablement disposées sur la lame, ce qui 

permet aux chromosomes d'être "éparpillés". 



FIGURE 7 Exemple de microphotographie tirée 

à partir d'une lame répondant suffisamment 

aux critères demandés. 
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2.- COLORATION DES CHROMOSOMES 

Là coloration habituelle au Giemsa 

a été gardée avec cependant utilisation d'un tampon "SN" 

dû laboratoire (v.p.35). Il a juste fallu modifier 

les proportions utilisées de cette solution et du Giemsa 

pour arriver,après plusieurs essais,à une coloration 

suffisante des lames. 

En effet, un temps d'application trop 

long provoque une sur-coloration et une quantité trop 

grande de tampon SN entraîne une décoloration des chromosomes 

Le mélange de ce colorant mixte (présence d'éosine dans 

le tampon SN) est de plus indispensable pour une coloration 

homogène de la préparation. 

L'aspect attendu des chromosomes après 

coloration est lui-même dépendant de plusieurs facteurs 

il faut une netteté, une résolution et un contraste 

suffisant sur les lames dont on tirera des microphotographies 

(celles-ci devront répondre aux mêmes critères), (v.fig.7). 

C'est pourquoi1 un bon microscope et une bonne manipulation 

de celui-ci ainsi que l'utilisation d'un bon matériel 

photographique, sont indispensables. 

L'étude du caryotype de myélomes et 

d'hybridomes de souris s'est réalisée du point de vue 

"banding" essentiellement par utilisation et mise en évidence 

des bandes G pour l'identification globale des chromosomes 

présents ; mais des essais de bandes Cet bandes N furent 

aussi effectués pour mieux caractériser certaines 

particularités. 

Le choix de ces techniques s'explique 

par le fait que : 

- les "bandes G" donnent plus de contraste que les bandes Q, 
car les souris possèdent des centromères tous terminaux ; 



Les bandes R sont d'un certain intérêt pour délimiter 

la taille des chromosomes et localiser les points 
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de cassure des réarrangements mais ne sont pratiquement pas 

utilisées chez la souris. 

La méthode suivie pour les bandes Gest de plus, comme 

précédemment signalé, réversible, ce qui présente 

un avantage important dans l'adaptation d'une technique 

à l'étude des myélomes et hybridomes. 

- les "bandes C" ont été utilisées pour détecter 

d'éventuelles translocations ou apparitions de matériel 

hétérochromatique ainsi que pour carctériser les petits 

chromosomes et les "doubles minutes" car,chez la souris, 

il n'y a habituellement que les centromères qui sont 

marqués. 

- les "bandes N" ont été utilisées pour identifier 

éventuellement les chromosomes porteurs des NORs, chez 

la souris les paires 12, 15, 16, 17, et 18 (EVANS,1981), 

en position centromérique. 

Chez des souris sauvages, des NORs 

terminaux ont été détectés en position terminale de 

la paire 4 (WINKING et al., 1980). 

Une coloration à l'argent détermine les endroits 

potenteillement actifs pour la transcription (DIMOVAet al., 

1982) et, avec la technique rapide, "propre" et complète 

de HOWELL et BLACK (1980), des éventuelles variations 

dans l'emplacement des organisateurs nucléolaires semblent 

d'investigation utile, surtout pour ceux qui pourraient 

se trouver sur les chromosomes réarrangés. 

Enfin, les techniques de dénaturation 

effectuées selon la méthode de FUNAKI et al.(1975), 

n'ont pas donné un contrôle suffisant de spécificité 

qui,d'ailleurs,pose encore des problèmes lors de 

la précipitation à l'argent (colorations des centromères 

ressemblant aux bandes C, aux colorations des kinétochores, 

... etc.). 



CHAPITRE IV 



FIGURE 1 : -~~---------~-·-
A. 

0 ni nn n" nn no nn 
1 2 3 4 5 6 7 

na nq Ail · A/\ on t\n ara 
8 9 10 11 12 13 14 

l\t\ nn l\f\ nn Aft ~o 
15 16 17 18 19 X 

-----------------........ ~------·- -··• . . -~ .. "'(--.--~------ . • ' .. ---~----·- · 
--~~- -----'--:..---:-w_.,.::e2> ..... ;... ~--- · -· - .:.:-..--4-.~·-·•- ·-c -· - ~ .:._..., _ _ ..,.. __ ___ _ ·-

B. 

et 
i' ~r: (. ~l 12 tf i ., ne (fi 

.,. ., ... &ii U d~ t, 
\t \'} f\ ~ .M ~ 

1 2 3 4 5 6 7 8 

an ~;'. .~.,~ [
~ ~ -~ ' ; 1.; . 

~(\ 
Ili\, 

cg 
~ · -- if Otj 

9 

lt 
17 

10 11 12 13 14 15 16 

r 
" li ,e i '. 

ti 
18 19 y l 

,......._..,.._ -- .... ----· -. 
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mâle normale et présentant ici une fusion 4;12 
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CHAP.IV. RESULTATS 

1.- CARYOTYPE DE SOURIS NORMALE 

Afin de pouvoir préciser le "contexte" 

chromosomique auquel on devait s'attendre dans l'étude 

des myélomes et hybridomes de souris, il paraît utile 

et nécessaire de montrer ici le caryotype d'une souris 

normale (v.fig.l), qui pourra être comparé à celui 

de cellules cancéreuses de souris. 

On pourra notamment constater que les 60-70 chromosomes 

de celles-ci ne proviennent pas d'une triploidisation 

ou tétraploidisation éventuelle de chromosomes normaux 

En effet, les bandes chromosomiques 

montrent qu'il est la plupart du temps impossible de 

retrouver un même type de banding que celui présenté par 

le caryotype de la souris normale, chez les myélomes et 

hybridomes. 

Il faut donc pouvoir comparer les résultats obtenus 

grâce aux bandes à la référence d'un caryotype de souris 

normale (v.discussion). 

Les chromosomes de souris sont tous 

télocentriques et ne varient presque pas de taille. 

Le nombre diploïde de la souris de laboratoire est 

habituellement 40. Mais même avec les premières études 

de banding, une certaine variabilité empêchait une détermi

nation rapide et facile. 

Pour s'apercevoir combien les différents systèmes de 

banding prêtaient à confusions, il faut rappeler que même 

des spécialistes ont initialement mal identifié certains 

chromosomes (comme l'indiquent MILLER et MILLER en 1975) 

chez la souris normale 

- -- _j 
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Pour l'étude cytogénétique des cellules 

cancéreuses de souris, il faut un système d'identification 

univoque, surtout si on veut déterminer l'origine 

de réarrangements chromosomiques observés sans les bandes, 

seuls les chromosomes 19 et Y peuvent être reconnus. 

2.- DETERMINATION DES NOMBRES MODAUX 

On appelle nombre modal le(s) nombre(s) 

de chromosomes présentés par le plus grand nombre de 

cellules. 

Lors des premières anal y ses du caryotype 

des myélomes et,plus particulièrement,des nombres modaux 

propres à chaque lignée, nous nous attendions à des résultat E 

relativement constants et à une détermination aisée 

du nombre de chromosomes présents dans chaque métaphase 

C'était s a , compter sur la grande variabilité qu'allait 

présenter l'étude des myélomes et h y bridomes de souris. 

En effet, les premiers résultats ont 

montré une numération très dispersée des chromosomes 

il n'y avait pratiquemment jamais dix métaphases 

successivement étudiées ayant le même nombre. 

De plus, entre chaque t y pe de myélome et l'hybridome, 

ce nombre paraissait aussi être asse z différent. 

Ces premières données indiquèrent 

alors la voie d'étude à suivre nécessairement 

la détermination exacte de la distribution des chromosomes 

présents dans les cellules de chaque lignée. 

Pour avoir une détermination relativement 

fiable, nous nous sommes basés sur l'analyse de cinquante 

métaphases pour chacun des trois myélomes et l'hybridome. 
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Le relevé s'est fait de la façon suivante: 

- choix de lames permettant,par leur "qualité" 

d'étalement,la numération des chromosomes. 

recherche de métaphases adéquates avec prise 

d'un repère pour pouvoir les retrouver par 

la suite. 

- prise des microphotographies. 

- comptage des chromosomes sur chaque microphoto-

graphie, plusieurs fois pour éviter une erreur 

de comptage vu le nombre élevé de chromosomes. 

Nos résultats sont relevés dans les deux graphiques 

ci-joints ( F ig.2 et 3). Ils ont été établis en mettant 

en abscisse le nombre de chromosomes et en ordonnée, 

le pourcentage de métaphases présentant le nombre de 

chromosomes indiqué (%à partir donc de 50 métaphases ). 

En examinant la figure 2a, on peut 

voir que les nombres chromosomiques sont assez bien 

dispersés au niveau du myélome SP
2

N, avec un petit p i c 

de 63 chromosomes, concernant environ 15 % des métaphases. 

Toutefois, la distribution s'étale de 51 à 86 chromosomes 

on peut cependant considérer que 90 % des cellules ont 

entre 58 et 69 chromosomes. 

La figure 2b montre que le myélome 

SP
2

M présente également une très large dispersion avec 

un petit pic à 65 chromosomes, nombre observé dans 

environ 15 % des métaphases. 

La distribution s'étale de 52 à 81 chromosomes ; on peut 

cependant considérer que 95 % des cellules ont entre 

58 et 68 chromosomes. 

La figure 3a permet de préciser que 

le myélome SP 2 B présente un nombre modal de 67 chromosomes 

compté au niveau de 25 % des métaphases. 
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La distribution s'étale de 50 à 89 chromosomes (avec 

une seule métaphase à 100 chromosomes!) ; on peut cependant 

considérer que 90 % des cellules ont entre 64 et 72 

chromosomes. 

La figure 3b montre qu'il est difficile 

d'attribuer un nombre modal à l'hybridome 4A8. 

La distribution s'étale de 63 à 108 chromosomes avec 

cependant une double répartition : se distinguent nettement 

une partie des chromosomes basée sur le nombre médian 71-72 

et l'autre sur 103 chromosomes. 

Ces résultats ayant montré une assez 

grande variation dans la détermination des nombres 

de chromosomes, nous avons alors effectué une déterm i nation 

sur 50 métaphases supplémentaires pour chaque lignée. 

Au total, nous avons compté 100 métaphase E 

par lignée, ce qui représente environ 30 . 000 chromosomes 

qui ont été séparés suivant leur taille (chromosomes "nomau x ' 

double minutes, . . . etc.). Les résultats se trouvent reportés 

à la fig.4 . 

La figure 4a montre que la lignée 

SP
2

N a toujours une dispersion de 50 à 86 chromosomes 

comparée à la figure 2a, on peut cependant observer que 

le nombre de cellules à 63, 65, 66 et 67 chromosomes est 

à peu près identique. 

Le pic à 6 3 chromosomes a dispa r u et , s' i l est difficile 

de parler encore de pic, on voit néanmoins que le plus 

grand nombre de cellules à même num é ration se situe à 67. 

En v iron 50 % des mitoses ont entre 63 et 67 chromosomes . 

La figure 4b permet de préciser, 

comparée à la fig.2b, que la dispersion des nombres 

chromosomiques s'effectue autour d'un pic de 60, et non 

plus de 65 ; 60 % des mitoses ont entre 60 et 65 chiomosomes 
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La figure Sa peut être comparée à 

la fig.3a : la numération de 100 mitoses montre que 
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les mitoses à 67 et 68 chromosomes sont en nombre presque 

égal ( le pic à 67 a disparu ) ; 45 % des mitoses ont 

entre 67 et 69 chromosomes . 

Enfin, la figure Sb confirme et précise 

la dispersion déjà notée sur la fig.3b. 

La figure 6 précise les nombres 

à partir desquels ont été construits les histogrammes 

des figures précédentes. 

Incontestablement, l'étude effectuée 

sur 100 métaphases montre donc des changements par rapport 

à celle portant sur 50 métaphases. 

Elle est sans aucun doute plus précise. 

Une détermination sur un nombre encore 

plus important de mitoses pourrait être entreprise mais 

ne ferait probablement qu'améliorer l'allure de 

la distribution du nombre de chromosomes. 

On peut du reste noter ici (et cela fera 

l'objet d'une partie de notre discussion) qu'aucune étude, 

à notre connaissance,n'a été effectuée sur la distribution 

des chromosomes de ces lignées avec un échantillonnage 

de 100 mitoses ; en effet, comme nous le verrons, la plupart 

des études faites sur le même matériel se limitent souvent 

à 50 métaphases ou même moins . 

On peut également rappeler que l'étude 

de cultures de myélomes et hybridomes présentée ici concerne 

des étalements réalisés à partir d'une seule et même culture 

pour chacun des myélomes et l'hybridome. 

Les distributions obtenues sont donc celles de cultures 

cellulaires à un moment déterminé, de clones cellulaires 

à une étape de reclonage déterminée. 
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56. 

Un tableau regroupant les différentes 

données pour chaque myélome permet de comparer 

les différentes lignées : 

TABLEAU 1 

br Nbr dl Nbr , , Nbr , , N- chromosomes - mo a - presentes - presentes 
par 90% des cell. par 50%-60% 

50-86 67 58-69 63-67 

50-83 60 56-68 60-65 

50-89 68 62-74 67-69 

58-111 72-73 et 
103 



3.- ETUDE DES CHROMOSOMES 

Nous présenterons successivement 

nos résultats sans et avec banding. 

57. 

En effet, il faut noter l'avantage 

d'avoir des chromosomes avec et sans bandes. Par exemple, 

l'utilisation de la coloration de routine est intéressante 

pour la mise en évidence des doubles minutes : quel que 

soit le type de coloration, les difficultés à déterminer 

le nombre de doubles minutes et celui des chromosomes 

métacentriques (et marqueurs en général) sont les mêmes. 

On peut même se demander si la coloration 

de routine n'est pas meilleure pour ces doubles minutes 

qui, traités par différents agents lors de l'utilisation 

des techniques de bandes, pourraient passer inaperçus 

A. SANS BANDING 

a) Chromosomes marqueurs (méta-et sub-métacentrigues). 

Un relevé du nombre de chromosomes 

marqueurs ( essentiellement les méta- ou submétacentriques) 

a été effectué dans chaque métaphase des différentes lignées. 

D'une lignée à l'autre, le nombre 

de chromosomes métacentriques varie de O à 8 /cellule. 

Une étude statistique a alors été réalisée 

sur la comparaison des "moyennes" obtenues de chromosomes 

marqueurs entre lignées. 

Elle montre que la lignée SP
2

N posséderait plus de chromosomes 

marqueurs métacentriques que les autres souches (v.aussi 

discussion) et même plus que l'hybridome 4A8 



Cette "étude des moyennes" reste 

cependant indicative, l'identification précise de tels 

marqueurs n'ayant pas toujours pu être effectuée ; 

58. 

de même leur numération après plusieurs étapes de reclonage 

est à faire. Néanmoins, elle présente un intérêt certain. 

Les résultats sont repris dans le tableau suivant : 

ESTIMATES OF MEANS 

B 

1 

Nbrchr 2 69.1100 

Nbrdm 3 2.1100 

Nbrmar 4 3.0600 

Abréviations 

M N H 

2 3 4 

62.0300 64.2600 86.6700 

1.5400 1.9800 2.6100 

2.700 5.3700 3.2400 

Nbrchr= nombre de chromosomes en moyenne. 

Nbrdm= nombre de doubles minutes. 

Nbrmar= nombre de chromosomes marqueurs. 

B, M, N, H : différentes souches étudiées. 



On constate que le nombre moyen 

de marqueur (nbrmar) est assez différent entre lignées 

(SP
2

B, SP
2

M, SP
2

N, et H4A8). 
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Des analyses de la variance et 

covariance à une dimension ont été réalisées, avec l'aide 

du département de biologie quantitative, suivant 

les méthodes habituelles (exposées dans le cours de 

licence de biologie quantitative). 

On peut en conclure qu'il existe 

une différence hautement significative quant au nombre 

de chromosomes marqueurs différent pour chaque lignée 

la souche SP
2

N ayant nettement plus de chromosomes 

marqueurs que les autres. Par contre, il n'existe pas 

de différence apparente entre les souches SP
2

M et SP
2

B 

de ce point de vue. 

b) Les nombres chromosomiques observés. 

D'après le tableau ci-dessus et 

l'analyse des comparaisons entre lignées, une nette 

différence peut être montrée entre la souche SP
2

B et 

les autres, mis à part l'hybridome qui ne peut être 

comparé aux autres à cause de sa "double distribution" 

de chromosomes : on peut dire que la souche SP
2

B a plus 

de chromosomes que les deux autres et que la souche SP
2

N 

a elle-même plus de chromosomes que la souche SP
2

M. 
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c) Doubles minutes. 

La détermination du nombre de doubles 

minutes présent dans chaque cellule et entre lignées 

a pu être réalisée directement sur microphotographies. 

Il convient cependant de souligner 

la difficulté d'une telle numération. D'une part, ces élément s 

sont très petits et peuvent ne pas avoir été répérés, 

d'autre part la transmission de cellule mère à cellule 

fille n'est pas aussi rigoureuse qu'avec les autres 

chromosomes . D'où la grande variation allant de l'absence 

jusqu'à 8 doubles minutes par cellule. 

Les résultats obtenus sont repris 

en moyenne dans le tableau précédent (nbrdm). 

Une étude statistique effectuée sur 

la comparaison des moyennes obtenues permet de suggérer 

que la souche SP
2

M possède moins de doubles minutes que 

les souches SP
2

B, SP
2

N, ainsi que l'hybridome 4A8 , 

en tout cas à l'étape de reclonagé que nous avons étudiée 

et qui pourra servir de base à des études similaires 

ultérieures. 

Par contre, aucune différence ne peut être significativement 

mise en évidence entre les souches SP
2

B et SP
2

N ou 

l'hybridome 4A8. 

L'aspect morphologique des doubles 

minutes ( qui représenteraient la visualisation de 

l'amplification de gènes) s'est révélé être variable dans 

les cellules des différentes lignées. 

De manière générale, ils ont une taille inconstante 

petits points d'un micron environ (donc à la limite du 

pouvoir de résolution) jusqu'aux dimensions de petits 

chromosomes (v . a uss i l a fi g .l du ch a p . I). 



Ils varient aussi en position 

soit isolés, soit le plus souvent par paires. 
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Enfin, leur fréquence dans les cellules change fortement 

et il n'y a apparemment pas plus ou moins de doubles 

minutes dans une cellule possédant plus ou moins de 

chromosomes ! 

Un aperçu de ce que sont ces doubles 

minutes sur microphotographie est donné dans le caryotype 

des myélomes SP
2

M et SP
2

N présenté dans le paragraphe 

suivant (v. les traits présents sur la figure 9 et 

la flèche de la figure ). 

B. AVEC BANDING 

a) Aspect en bandes G. 

Après plusieurs essais d'amélioration 

des techniques de préparations chromosomiques et 

de coloration ainsi que de nombreuses observations 

au microscope le banding désiré a été obtenu de façon 

très claire pour les souches SP
2

B et SP
2

M. 

Le classement des chromosomes, par paires, 

est représenté pour la souche SP
2

B (fig.7). 

Les chromosomes marqueurs présents 

dans ces cellules ont été étudiés dans chaque souche. 

La comparaison des différents marqueurs 

trouvés dans les lignées SP
2

B et SP
2

M nous a alors 

permis de montrer la présence d'un CHROMOSOME MARQUEUR 

COMMUN à ces deux lignées ! (fig.Sa). 

Selon plusieurs références standard en bandes G ( COWELL,1984 

NESBITT et FRANCKE, 1973; COMMITEE ON STANDARDISED GENETIC 

NOMENCLATURE FOR MICE, 1972; HÜBNER, 1984 ) nous avons pu 
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identifier ce chromosome comme provenant de la fusion 

d'un chromosome 3 avec un chromosome 5. 

Un autre chromosome marqueur de 

la lignée SP
2

M a pu être identifié comme une fusion 

de deux chromosomes4 (fig.Sb). 
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Par la suite un AUTRE CHROMOSOME 

MARQUEUR COMMUN a pu être décelé entre les lignées SP 2M 

et SP
2

B (fig.Sc) . La complexité des remaniements n'a pas 

permis de l'identifier aussi précisément que les autres 

marqueurs. Cependant, il a été retrouvé dans une lignée 

apparentée ( de plasmacytome de souris MOPC 21) dont 

le caryotype a été étudié . par SHEPARD et al. en 1974. 

Il faut remarquer que ce même marqueur n'a pas pu être 

identifié par ces auteurs, malgré l'excellente qualité 

du banding alors obt~nu 

Enfin, tous les autres marqueurs de 

certaines lignées ( mais non plus communs aux différentes 

lignées ) bien que présentant un bon banding n'ont pas 

pu être identifiés de manière sûre. 

La raison essentielle étant le nombre de réarrangements 

tout à fait remarquables que présentaient ces chromosomes 

(certaines parties de chromosomes sont quand même 

reconnaissables !). 

Il nous paraît dès lors intéressant 

d'aborder le problème autrement : y a-t-il des chromosomes 

non remaniés reconnaissables? ( comparaison avec 

le caryotype normal de la souris ). 

Nous pouvons reconnaître au niveau du 

myélome SP
2

B certainement des chromosomes 6, 12, 15 et X 

normaux ; il n'est pas exclu cependant que d'autres chromosomes 

normaux soient présents. 

En ce qui concerne la lignée SP
2

M, 

la présence de chromosomes 6 semble certaine (fig.9) ,-
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l'un des deux étant cependant plus long (amplification 

génique sous forme de région à coloration homogène?). 

En fait, l'étude des bandes G fait 

apparaître la grande différence qui existe entre 

les chromosomes normaux et ceux des lignées étudiées 

alors que la coloration de routine laisse penser qu'il 

n'y a pas de remaniements sensibles (v.les caryotypes 

des lignées SP 2 N et H4A8 , donnés aux figures 13et 14 

en fin de chapitre). 

66. 
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b) Etude des bandes C. 

Un exemple de métaphase de la lignée 

SP 2 B traitée pour faire apparaitre l'hétérochromatine 

constitutive est donné ci-dessous ; la qualité de 

la photo permet de déceler la présence de nombreux 

centromères (taches noires sur les chromosomes ). 

Les taches noires isolées, de même taille que les centromère s 

pourraient reflèter la présence de "mini-chromosomes". 

FIGUR E 10 Métaphase d'une cellule de la lignée 
SP 2 M ~a~sant apparaître les régions 
centromeriques des chromosomes sous 
forme de taches noires . 



D'autres observations ont montré 

nettement que certains chromosomes au moins étaient 

impliqués dans des fusions. 

Le type d'arrangements chromosomiques observé peut 

être figuré comme ceci 

FIGURE 11 

68. 

Fusion de deux 
chromosomes 
télocentriques. 

Fusion télo
centromérique. 

Fusion de deux 
chromosomes par 
leurs télomères. 

La figure 10 montre ainsi une fusion 

télo-centromérique de deux chromosomes (v.flèche). 

Il s'agit en réalité d'un marqueur de la souche 

il faut donc tenir compte de ce type de fusion 

dans la détermination possible des chromosomes marqueurs 

de cette lignée ! Le chromosome marqueur non identifié 

dans les caryotypes des souches SP
2

B et SP
2

M pourrait 

être ce marqueur-ci. 

Cette technique de bande C permet 

en plus de prouver que les "petites taches" représentant 

les doubles minutes ne sont pas des chromosomes (mini

chromosomes) puisqu'ils apparaissent négatifs par cette 

méthode, révélant l'absence de centromère. 

Ceci explique également leur variation en nombre de 

métaphase à métaphase , la transmission se faisant plus 

ou moins au hasard. 



FIGURE 12 Mise en évidence des régions porteuses 

des organisateurs nucléolaires sur 

une métaphase d'une cellule de lignée SP
2 



c) Mise . en évidence des régions NORs. 

La coloration à l'argent d'HOWELL 

et BLACK (1980) détermine la présence de régions 
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porteuses des organisateurs nucléolaires sur les chromosomes 

n° 12, 15, 16, 17 et 18. 

Un exemple de métaphase obtenue 

par cette méthode est donné figure 12. Il s'agit 

d'une cellule de lignée SP
2

N . 

En observant la fig.12, on constate 

la présence d'un chromosome "marqueur" constitué de 

deux chromosomes possédant une région organisatrice 

du nucléole (v.flèche). 

Ce genre d'observation en corrélation avec les résultats 

obtenus à partir des bandes G pourrait donc permettre 

ou aider à l'identification de certains chromosomes 

remaniés. 

On peut constater du reste qu'il y a 

d'autres chromosomes de ce type qui sont impliqués 

dans un réarrangement; ce sont donc autant de chromosomes 

marqueurs de la souche SP
2

N qui sont constitués 

d'un ou deux chromosomes, ou de régions de chromosomes 

"prenant" comme déjà mentionné ce type de coloration ! 

Sept autres chromosomes semblent normaux. 
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d) Autres anomalies. 

Un certain nombre d'autres anomalies, 

moins systématisées que celles qui viennent d'être 

décrites, ont été observées. Elles peuvent se trouver 

au niveau de toutes les cellules ou de cellules isolées. 

Il s'agit de délétions, duplications, 

c hromosomes dicentriques, cassures chromatidiennes, ... etc. 

Par exemple, au numéro 5 de la figure 8, le marqueur de 

la lignée SP
2

M pourrait être un chromosome 6. 

Comparé au chromosome qui lui est juxtaposé et qui lui- même 

est sans doute un chromosome 6, on s'aperçoit qu'il est 

nettement différent 

De même,(v.caryotype du SP
2
B,fig.7) les chromosomes de 

la souche SP
2

B classés comme étant des chro mosom es 2 

sont différents, surtout le troisième. 

Enfin, une dernière aberration 

chromosomique fut trouvée dans les différentes souches 

de myélomes et dans l'hybridome, sauf pour la lignée SP 2M. 

Elle se présentait sous forme d'un tout petit chromosome 

(sans doute métacentrique) mais dans de rares cellules. 

Cette structure chromosomique pourrait être considérée 

comme une anomalie typique de ces trois lignées mais pas 

de la lignée SP
2

M ( et donc pas représentative de la souche 

de myélome SP
210 

de souris ). 
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CHAPITRE V 



Nous voudrions souligner que, dans 

un souci de clarté, nous explicitons dans notre discussion 

certains points de l'introduction. 

Cela nous permettra de commenter nos résultats par rapport 

aux connaissances actuelles sur le sujet. 
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CHAP.V. DISCUSSION 

Notre discussion concernera les points 

principaux que nous avons mis en évidence dans l'exposé 

de nos résultats. 

1.- DISPERSION DU NOMBRE MODAL. 

Le premier point qu'il convient 

de d~cuter est le fait remarquable d'une absence de nombre 

modal unique. De très nombreuses tumeurs, la plupart 

des leucémies humaines ( qui sont les cancers les mieux 

étudiés du point de vue cytogénétique ) et de très nombreuses 

lignées cellulaires cultivées in vitro ont un nombre de 

chromosomes unique et un caryotype unique. 

Des changements peuvent survenir mais en définitive, c'est 

une nouvelle lignée à nombre modal unique qui supplante 

la précédente. Pendant une courte période, on peut avoir 

"l'impression" d'une certaine variabilité mais il s'agit 

d'un état passager. 

Parallèlement à ce type de tumeurs, 

il y a des lignées ne présentant pas un nombre modal unique 

mais , au contraire, une dispersion comme celle que 

nous avons trouvée. Les hypothèses avancées pour expliquer 

cette dispersion sont variées et traduisent bien 

la difficulté d'interprétation d'un tel phénomène. 
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a. Culture in vitro et variation du nombre modal . 

Les causes d'une telle variation peuvent 

être attribuées entre autres au fait que les conditions 

in vitro sont beaucoup plus variables que celles à l'intérieur 

de l'organisme et comme telles, ces variations favoriseraient 

un certain polymorphisme. 

Même si on prend une mesure stricte 

de variation comme le nombre de chromosomes, les lignées 

devront être définies en terme de distribution : on se réfère 

au nombre modal. De plus, si dans une même classe modale 

deux cellules ont le même nombre de chromosomes, cela ne 

signifiè pas nécessairement un même nombre de chromosomes 

identiques. 

Mises à part les translocations et 

les inversions, les autres causes de variation dans le caryotype 

des cellules sont les erreurs en cours de mitose. 

Un exemple d'erreur est la tétraplqidisation qui est fréquente 

dans les cellules de souris in vitro ( p.ex. MORIWAKI et al., 

1978; BERENSON et al.,1981; KODAMA et al. ,1981; CHEN,1987) 

une autre variation,plus limitée, est provoquée par 

les non-disjonctions ou pertes chromosomiques. 

Plusieurs autres causes de polymorphisme 

rint été avancées. Un modèle de sélection cyclique a ainsi 

été proposé par HSU et KELLOG (1960) selon lesquels différentes 

cellules peuvent avoir des avantages sélectifs cycliques 

à différents moments. On peut aussi imaginer des modèles 

plus compliqués d'interactions entre sous-populations 

par lesquelles une population polymorphique mixte pourrait 

être mieux adaptée que les types individuels dont elle est 

composée. 

L'ennui,avec de tels modèles,est qu'il n'y a pas de diminution 

de variabilité dans les clones : les cellules filles d'une 

seule cellule parentale ne sont pas génétiquement uniformes. 
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Ces différentes raisons comptent seulement 

peut-être pour une petite part dans l'énorme degré 

de variabilité qui est continue, s'autoperpétue et est si 

vaste qu'on peut se trouver en présence d'une coexistence 

de milliers de caryotypes différents. HUGHES en 1968, 

examina ainsi cent métaphases prises au hasard de mêmes 

lignées cellulaires établies,et trouva tous des caryotypes 

différents . Cela est peut-être un cas extr~me mais 

on observe fréquemment que des cellules de populations établies 

ont différents nombres de chromosomes habituellement centrés 

autour d'un mode. 

HUGHES a alors proposé l'existence 

non seulement d'une vie propre des cellules mais aussi 

d'une coopération entre cellules qui expliquerait la diversité 

des caryotypes. 

De plus, un phénomène qui peut éclairer 

l'origine de ce polymorphisme cytogénétique , est le fait 

que ces populations de cellules tendent à maintenir 

certains nombres chromosomiques spécifiques. 

Lorsque des cellules deviennent "établies" 

chez la souris, elles sont souvent passées par une phase 

tétraploide à partir de laquelle une population pseudodiploïde 

ou hypotétraploide a émergé ( Une sorte de cycle parasexuel 

a été décrit pour des fibroblastes humains où a lieu 

une tétraploidisation suivie par une restitution de la consti

tution diploide (MACGREGOR et al. ,1978)). 

Dans beaucoup de lignées cellulaires, 

le clonage peut générer différentes populations avec 

des modes variésicependant les modes des sous-populations 

retournent souvent, après une période plus ou moins longue, 

au mode original. 

Dans plusieurs cas, le nombre diploide 

total est en fait obtenu avec des petits
11

fragments 

chromosomiques" qui contiennent du matériel autre que 

le centromère. Il semblerait aussi qu'il y ait restriction 

sur le nombre de centromères pouvant être présents dans 

une cellule, indépendamment du contenu génétique 
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des chromosomes. il pourrait y avoir une sorte de sélection 

agissant sur le nombre de ces centromères. 

On ignore encore comment cette sélection ou ll'Striction 

peut avoir lieu. Un nombre constant de fibres du fuseau 

et/ou un nombre préférentiel de sites d'attachement des 

fibres au centriole, sont des suggestions qui ont été faites 

mais qui sont émises à partir de fondements purement 

théoriques ( TERZI, 1974). 

Quelque soit leur origine, les conséquen

ces de ces restrictions sur le polymorphisme sont évidentes. 

Si l'aptitude d'une cellule n'est pas déterminée uniquement 

par le contenu de sa balance génique avec une croissance 

plus rapide possible mais que le nombre de centromères 

doit aussi être pris en compte, alors il y a plusieurs 

solutions optimales possibles pour dif f érentes cellules 

d'où il en résulte un polymorphisme. 

En conséquence, beaucoup de lignées 

cellulaires établies apparaissent comme composées de cellule s 

avec des nombres chromosomiques distribués autou r d 'un mode. 

Les chromosomes individuels peuvent présenter une grande 

variabilité dans leur nombre de copies des cellules 

auront chacune un set de chromosomes de base, haploide, 

plus quelques chromosomes en nombre de copies différent 

dans les diverses cellules. Les réarrangements chromosomique ~ 

comme les translocations et les inversions doivent aussi 

être pris en considération. 

Un changement dans le nombre de chromo

somes ( équivalent d'une mutation somatique) pourrait 

marquer le début de l'établissement d'une population 

cellulaire tumorale ; mais au départ du processus et dans 

les tentatives de corriger le nombre de chromosomes, 

différents types de cellules sont générées et un polymor

phisme cytogénétique peut être maintenu dans une telle 

population. Sur cette base, la variation chromosomique 

est potentiellement tumorigénique parce qu'elle crée 

au niveau de la population cellulaire, une source de 
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variabilité et d'"auto-perpétuation". 

Le fait qu'une cellule possède un caryotyp < 

anormal ne produira aucun effet si cette cellule est incapable 

de se diviser et de commencer une évolution indépendante 

Cependant, si la cellule est stimulée à se diviser ( par 

des agents chimiques ou même des stimuli mécaniques),cela 

peut mener, en combinaison avec la grande variabilité créée 

dans le processus de variation chromosomique, à une tumeur 

( TERZI , 1974 ). 

Comme la tumorigénicité, c'est-à-dire 

la capacité des cellules de croître lorsqu'elles sont 

réimplantées dans un animal, peut avoir lieu spontanément 

dans les lignées cellulaires ( un signe de celle-ci est 

la présence d'un caryotype anormal dans la population), 

la réversion de la tumorigénicité pourrait aussi avoir lieu 

spontanément , par un mécanisme qui devrait être proche de 

celui observé par variation chromosomique. 

En conclusion, nous pouvons penser que 

les cellules tumorales et les lignées établies suivent les 

mêmes voies que les populations cellulaires polymorphiques. 

Les hybridomes et donc le type de cancer qui y est lié chez 

la souris, ne peuvent être décrits qu'en terme de population 

de cellules. 



Table IV: Comparison of chromosome num_bers and ploidy distributions 1 in tumors, cell lines, and tumors from inoculation of cell linc 

Number of 
chromosomes 
per ccll 

61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 

(from banùed karyotypcs). 

MOPC-21 DMS-402 SLU-5 L-2, oncogenic SLU-5 SLU-5 L-1, non-oncogenic 
tumor cell line Cell Tumor No. L-2, lcss Ccll Tumor No. 

line Normal Irraùiated oncogenic linc lrra<liatcd 

16 18 20 12 10 cell line 3 6 18 2 

2 

1 
3 2 
2 3 1 2 
I 4 3 3 4 2 
2 3 6 2 2 I 2 

4 18 1 4 2 3 2 2 
9 8 14 2 5 3 2 9 2 2 3 
8 15 15 2 3 1 9 5 JO 2 
9 2 2 3 8 13 2 5 3 2 
2 4 2 2 6 

2 
1 

Photocopie tirée de l'article de SHEPARD et ses collaboratet 

(1974b) montrant des exemples "de lignées cellulaires 

présentant une variation dans le nombre de chromosomes. 



b. Myélomes, hybridomes et variations numériques. 

D'après les résultats obtenus, 

nous pouvons constater qu'il n'y a pas de nombre modal 

fixe dans le cas des myélomes et hybridomes de souris. 

Nous sommes ici en présence d'une 

distribution du nombre modal, ce qui peut être mis en 

relation avec la nature hybride du matériel utilisé. 
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En effet, il n'est pas étonnant d'observe1 

une distribution du nombre de chromosomes puisque les myélome ~ 

proviennent déjà d'hybrides et que l'h y bridome lui provient 

en plus d'une fusion de ce type de myélome avec un lymphocyte 

d'une souris normale 

Cependant, on peut considérer que . 90 % des cellules étudiées 

possédent àe 58 à 74 chromosomes en ce qui concerne 

la souche de myélome SP 210 en général. 

Pour l'hybridome, il y a une double distribution : de 68 à 

85 chromosomes pour 50 % des cellules et de 97 à 107 

chromosomes pour 40 % des cellules. 

Des exemples d'une telle variation 

dans le nombre de chromosomes sont donnés dans la littérature 

Les uns concernent des cellules tumorales diverses de souris, 

cultivées in vitro, les autres des cellules de myélomes. 

Il para~t utile ici de citer deux exemples précis observés 

dans une lignée apparentée de myélome MOPC 21, par SHEPARD 

et al., en 1974 b, et portés au tableau IV. 

On s'ap.__..erçoit ainsi que la distribution 

obtenue est du même genre que celle que nous avons décrite 

pour les myélomes SP
2

B, SP
2

M et SP
2

N et qu'il y a aussi 

néanmoins des nombres de chromosomes préférentiels. 

- - - - ---- --- - - - - - - - - - - - - - --- - - - - - - - - - -



FIGURE 15 Exemple de distribution du nombr~ 

de chromosomes présentée par des cellules 1 

d'hybridomes de souris. 1 

ABS.: nombre de chromosomes. 1 

ord.: pourcentage de cellules ayant le nomt 
de chromosomes indiqué en abscisse. 
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* Photocopie tirée de l'article de VOLGAREVA (1985) 
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Un autre exemple de distribution 

du nombre de chromosomes est donné par VOLGAREVA (1985;v.fig. 

15) : il s'agit de la dispersion présentée par les cellules 

d'hybridomes étudiées à un nombre de "passages" différent. 

On constate ainsi que cette lignée n'est pas encore 

"stabilisée génotypiquement comme cela peut être le cas 

des lignées ici étudiées. 

Si nous revenons à nos résultats, 

nous voyons que la comparaison des distributions du nombre 

de chromosomes des différentes lignées de myélomes, 

permet de constater que la souche SP
2

M a un "déficit" 

global en chromosomes, par rapport aux autres souches 

(selon les tests statistiques effectués). 

On peut imaginer que ce genre de perte peut supprimer 

certains gènes sans doute moins importants , mais pas 

ceux responsables de la croissance tumorale infinie par 

exemple. 

Au contraire, la souche SP
2

B possède 

le nombre de chromosomes globalement le plus élevé. 

Son bon maitien en culture pourrait ainsi être attribué 

à la présence du nombre nécessaire de chromosomes impliqués 

dans la survie de la cellule (survie infinie), plus 

quelques autres, lui procurant peut-être différentes 

propriétés supplémentaires(dont on ignore la nature ). 



2.- LES CHROMOSOMES MARQUEURS DANS LES MYELOMES ET 

HYBRIDOMES DE SOURIS. 

Avant de discuter nos résultats, 

il convient de rappeler l'importance de la fusion 

des chromosomes télocentriques dans l'évolution (encore 

appelées fusions robertsoniennes). 
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En effet, on sait aujourd'hui qu'ils 

représentent un mécanisme possible d'apparition d'espèces 

et un processus par lequel se fixent les espèces récentes. 

Le nombre de chromosomes chez la souris 

normale est habituellement de 40 télocentriques et varie 

en fait selon la proportion de chromosomes métacentriques 

provenant de fusions centromériques robertsonniennes chez 

les souris sauvages par exemple. 

C'est ainsi qu'on a trouvé des souris à 2n=38, 36, et 

jusqu'à 2n=22 chromosomes avec la présence parmi ceux-ci 

de , respectivement, 2, 4, et -jusqu'à 18 chromosomes 

fusionnés (GROPP,1969; HÜBNER, 1984). 

Le fait de trouver spontanément 

dans la nature des chromosomes métacentriques semble aussi 

indiquer qu'il n'y a pas forcément un rapport entre 

leur présence dans des cellules tumorales et l'immortalité 

de celles-ci, ni de rapport avec le cancer 

a. Les divers chromosomes métacentrigues observés dans 

les cellules murines. 

La détermination du nombre de 

chromosomes métacentriques dans chaque lignée de myélomes 

et dans l'hybridome a permis de constater qu'il y en avait 

plus dans la souche SP
2

N que dans les autres. 



C'est ce qui détermine,entre autre, la différence qui 

existe entre ces souches. 
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L'identification des chromosomes 

marqueurs des myélomes de souris a révélé la présence 

d'un métacentrique, constitué des chromosomes 3 et 5. 

Nous l'avons retrouvé dans deux lignées différentes (SP 2 B 

et SP 2.N..) au moins. 

Bien que la souche SP
2

N possède 

des métacentriques, rien ne permet d'affirmer la présence 

de ce même marqueur dans cette souche. 

Un autre marqueur ( de la souche SP 2M) 

a aussi été identifié : il s'agit d'une fusion entre deux 

chromosomes 4. Il n'a pas été retrouvé dans d'autres lignées. 

Enfin, un deuxième chromosome marqueur 

commun a ux lignées SP
2

M et SP
2

B existe. Il provient 

vraisemblablement de remaniements complexes intéressant 

les chromosomes 12 et 15. 

Dans la littérature, il n'y a à notre 

connaissance aucune étude qui ait montré un chromosome 

marqueur de myélome constitué de la fusion des chromosomes 

3 et 5. Cela suggère que les souches SP
2

B et SP
2

M utilisées 

possèdent ce marqueur et sont tout à fait uniques et 

particulières. 

De plus, le marqueur commun ayant 

des caractéristiques du 12 et du 15 semble identique à 

celui décrit par SHEPARD et al.(1974a)dans une lignée 

cellulaire voisine (myélome MOPC 21), (v.fig.8 du chap.IV). 

Il s'agirait peut-être d'un marqueur des myélomes de souris 

bien qu'aucune autre évidence citée dans les divers travaux 

effectués jusqu'ici ne puissent venir appuyer cette hypothèse. 

Toutefois, il a été établi qu'un autre 

type de fusion constituait un chromosome marqueur 

des plasmacytomes de souris (ou myélomes) il s'agit d'une 

translocation entre un chromosome 12 et une partie de 

chromosome 15 (YOSHIDA et MORIWAKI,1975; SHEPARD et al. ,1978; 
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WIENER et al., 1980; SOROKIN A et al. ·, 1986 ) . 

On s'intéressa aussi tout particulièrement 

à d'autres fusions chromosomiques présentes dans 

les plasmacytomes de souris. Par exemple, les translocations 

impliquant les chromosomes 12 et 6. 

En effet, il a été déterminé que les gènes codant pour 

la chaîne lourde d'immunoglobuline et pour la chaîne légère 

lamda se situaient respectivement sur ces chromosomes 12 

et 6 chez la souris ( on peut comparer cela au fait que 

chez les plasmacytomes et lymphomes de cellules B chez 

l'homme, des translocations impliquant le chromosome 14 

ont été décrites ; or, les gènes codant pour la chaîne 

lourde d'immunoglobuline chez l'être humain sont justement 

assignés à ce chromosome). 

Comme des translocations impliquant 

les chromosomes 12 et 15 chez la souris furent aussi mises 

en évidence dans des tumeurs produisant des immunoglobulines 

de type A (chaîne kappa) et que parmi elles, certaines 

présentaient à la fois la translocation t(l2;15) et la t(6;15 ) 

l'hypothèse suivante fut émise : 

la genèse d'une translocation entre un chromosome 12 et 

un chromosome 15 doit être une étape essentielle dans 

la genèse des plasmacytomes de souris ; ces translocations 

devaient survenir à une étape première de ces lignées, 

probablement durant la différenciation des cellules 

plasmatiques normales ( plusieurs discussions traitant 

le sujet sont proposées par OHNO et al. ,1979 et par WIENER 

et al.,1984 b etc). 

Une telle translocation t(l2;15) n'a pu 

être identifiée en tant que telle ici mais rien ne permet 

de conclure à son absence dans les lignées que nous avons 

étudiées. 

Au contraire, une étude très récente sur la souche de 

myélome SP
210

-Agl4 mentionnée dans la littérature (SOROKINA,J-, 

1986) a décrit l'existence de ce marqueur dans la souche 

SP
210

. Il faut cependant remarquer que c'est la seule 

étude effectuée sur cette souche de myélome et qu'elle 

n'apporte aucune évidence 

tian de ce marqueur ! ! 

photographique , ni d'identifi c a-



b. Remaniements chromosomiques et propriétés cellulaires 

nouvelles. 

85. 

Dans plusieurs lignées cellulaires 

de myélomes de souris cultivées in vitro (SHEPARD et al. ,1974; 

1978;1979), on a observé une perte spontanée de tumorigénicité 

associée à des changements caryotypiques accélérés et/ou 

une élévation apparente de l' i mmunogénicité. 

On ignore encore si de tels changements 

sont reliés par un lien de cause à effet à une tumorigénicité 

altérée ; on a pourtant suggéré que certains changements 

car yotypiques reproductibles avaient lieu dans quelques 

lignées cellulaires cultivées (SHEPARD et al. ,1979). 

On a montré aussi que la perte 

d'oncogénicité ne recquierait pas la perte de marqueurs 

des plasmacytomes impliquant un chromosome 15 ni de copies 

supplémentaires de chromosomes normaux spécifiques ( SHEPARD 

et al.,1976). 

Enfin, la perte d'un chromosome X 

ou la perte d'un Y dans le cas de mâles semble être 

un phénomène courant mais non spécifique des plasmacytomes 

étudiés jusqu'à présent (SASAKI,1982). 

Une partie des modifications caryotypiques 

pouvant survenir dans les myélomes de souris a été retrouvée 

dans les lignées étudiées ici. 

Cependant, contrairement aux résultats décrits par SOROKINA 

(1986) dans son étude de la souche SP 210 , nous avons décelé 

la présence de chromosomes 6, 12 et X dont un exemplaire 

au moins était apparemment normal. Tous les autres chromosomes 

étaient remaniés et inidentifiables! 

En ce qui concerne les chromosomes 

impliqués de manière générale dans des translocations, 
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inversions, délétions, ... etc. et
1

de façon plus particulière, 

les chromosomes fusionnés 3 et 5, 4 et 4 rencontrés dans 

le présent travail, il faut compter sur les "effets de positio r 

possibles. 

En effet, on sait depuis longtemps qu'un 

fragment de chromosome et les gènes qui s'y trouvent, 

peuvent avoir une expression génique tout à fait modifiée 

ou altérée suite à un changement de position 

C'est ainsi qu'une partie de chromosome possèdant les gènes 

nécessaires à la production d'immunoglobulines par exemple, 

une fois transloquée sur un autre chromosome, peut voir 

celle-ci altérée ou complètement supprimée. 

Ces effets de positions constituent 

dès lors des changements majeurs ( pas nécessairement 

caractéristiques des cellules tumorales ) dans les caryotypes 

et ne sont pas à négliger dans le cas des myélomes et 

hybridomes de souris. 

c. Remaniements du chromosome 15 de la souris et 

oncogène c-myc. 

D'une façon beaucoup plus générale, 

vu la grande hétérogénéité des remaniements chromosomiques 

obseNés tant dans les lignées cultivées in vitro que dans 

les lignées cancéreuses, on peut se demander s'il existe 

vraiment un lien entre ces altérations du caryotype et 

les propriétés cellulaires observées. 

De plus, il existe des exemples de 

cancer sans anomalie visible du caryotype c'est le cas 

de certaines leucémies spontanées (KODAMA et al. ,1978) ou 
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induites par radiations, virus ou autre (KLEIN et al. ,1980). 

En ce qui concerne plus particulièrement 

l'absence apparente d'anomalies; il convient de rappeler 

ici les travaux de YUNIS et al. (1981). 

En étudiant des chromosomes prométaphasiques, donc très longs, 

et en appliquant des méthodes de banding très particulières, 

ces auteurs ont réussi à mettre en évidence des anomalies 

minimes mais visibles en microscope optique , des chromosomes 

de leucémies lymphocytaire aiguë humaine. 

Chez la souris, de telles études sont 

entreprises. Cela sera sans aucun doute une technique 

très utile et nécessaire pour l'étude des myélomes et 

hybridomes mais elle reste encore à mettre au point 

(comme plusieurs autres techniques qui ont été utilisées 

avec de bons résultats et depuis "longtemps" chez l'homme 

mais beaucoup moins chez la souris qui possède un caryotype 

plus difficile ). 

Suite à toute une série de travaux 

et plus particulièrement ceux se rapportant aux plasmacytomes 

(ADAMS et al. ,1982; CALAME et al. ,1982; CHU CHEN et al. ,1986), 

on a suggéré que la partie distale d'un chromosome 15 ( partie 

qui est souvent impliquée dans une translocation) contiendrait 

des gènes contrôlant la différenciation et/ou la croissance 

du système lymphoréticulaire de la souris (SPIRA et al. ,1979). 

Plusieurs observations contribuent à 

renforcer l'hypothèse du rôle possible du chromosome 15 dans 

l'expression de la malignité chez la souris. 

Par exemple, il fut montré que la différence la plus nette 

entre deux lignées cellulaires particulières (ALLDERDICE et al. 

1973), l'une étant beaucoup plus tumorigène que l'autre, 

était une augmentation du nombre de copies du chromosome 15 

par cellule (de 4 à 6 copies) chez cette dernière, sans que 

l'on puisse dire si les propriétés tumorigènes étaient 

associées au nombre de copies du chromosome 15 ou à une cassure 

spécifique de celui-ci. 
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Ces dernières années, on a cependant pu 

suggérer que les plasmacytomes de souris seraient générés 

par l'activation d'un oncogène cellulaire (c-myc) situé 

dans la région distale du chromosome 15 suite à une transposi 

tion sur une région génique fonctionnellement active dans 

la production d'immunoglobuline sur le chromosome 12 (CORY, 

1986; LEWIN,1985). 

Dans le présent travail 1 trois chromosomes 

15 ont pu être identifiés dans la lignée SP
2

B (v.caryotype) 

et peut-être un quatrième (ou une partie de celui-ci?) 

impliqué dans la fusion du chromosome marqueur déjà décrit 

précédemment. 

Rien ne permet d'affirmer qu'il a subi une translocation 

sur un chromosome 12 mais, d'après les exemples cités dans 

la littérature, on peut penser qu'une telle translocation 

peut avoir lieu ici aussi ( peut-être est-ce le chromosome 

marqueur non identifié?). 



89. 

3.- LES DOUBLES MINUTES LEUR SIGNIFICATION POSSIBLE. 

Il est intéressant d'étudier les doubles 

minutes et d'aborder ici le problème de leur répartition, 

leur fréquence,etc. puique l'on sait actuellement qu'ils 

correspondent à l'amplification de gènes au niveau de 

certaines cellules (v.chap.I). 

Nous avons trouvé dans notre étude 

de myélomes et d'hybridome de souris de telles structures, 

dans chaque lignée. Ils sont apparus sous formes diverses 

(isolés, par paires, petits, plus grands,etc.) et présentaien t 

une grande hétérogénéité dans leur répartition entre lignées 

et même entre cellules d'une même lignée. 

Ce dernier point confirme l'hypothèse de leur ségrégation 

qui se ferait au hasrd au cours de la division cellulaire, 

puisque les doubles minutes ne possèdent pas de centromère 

leur permettant de se distribuer uniformément entre cellules 

filles lors de la mitose. 

La numération précise des doubles minutes 

est sans aucun doute importante. Leur véritable incidence 

doit cependant être encore plus élevée que ce qui a été 

rapporté précédemment. En effet, on ne prêtait pas suffisam

ment attention à ces "petites taches" présentes sur 

les préparations. De plus, les techniques de routine ne 

permettent pas toujours de révéler ces structures. 

On peut toutefois citer quelques études mentionnant 

la présence de doubles minutes, dans des lignées cellulaires 

pouvant contenir seulement un ou deux doubles minutes 

par cellule, ou bien uniquement dans une petite proportion 

de cellules (COWELL,1982~jLEVAN et al. ,1976). 

Cette hétérogénéité numérique des doubles 

minutes trouvée aussi dans le présent travail, pourrait 

provenir, comme proposé par plusieurs auteurs (KAUFMAN et al., 
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1979; COWELL,1982~ QUINN et al. ,1979), d'une non-disjonction 

mitotique (c'est-à-dire une ségrégation mitotique anormale) 

et non pas d'une réplication anormale du DNA de ces doubles 

minutes. En effet, une réplication disproportionnée du DNA 

des doubles minutes pendant la phase de synthèse ainsi qu'une 

réplication de celui-ci en dehors de la phase de synthèse 

n'ont été observés dans aucune étude ; des doubles minutes 

observés en période G
1 

(de repos) du cycle cellulaire 

montrent une coloration différentielle indiquant une non

disjonction; les doubles minutes manquent de centromère; 

enfin, des cellules en anaphase ont montré une évidence 

directe de non-disjonction des doubles minutes (LEVAN et al., 

1976; 1978). 

La présence d'au moins un exemplaire 

de doubles minutes par cellule dans les lignées d'hybridomes 

et myélomes de souris semble indiquer qu'ils représentent 

une structure importante pour les cellules. 

Il para~t dès lors intéressant d'établir 

un lien entre leur présence et leur fréquence dans 

les métaphases étudiées, en fonction de l'environnement. 

La présence de doubles minutes dans 

des hybridomes de souris a été notée par VOLGAREVA en 1985. 

L'étude concernait des hybridomes de cellules B de souris; 

le myélome utilisé était dérivé de la souche X63-Ag8 dont 

proviennent les lignées que nous avons nous-mêmes caractérisé~ 

(SP 2 B, SP 2M, SP 2 N et l'hybridome 4A8). 

Tous les hybridomes étudiés par Volgareva se distinguaient 

les uns des autres par leur nombre varié de métaphases 

possédant des doubles minutes en quantité diverses. 

C'est grâce à des techniques cytogénétiqu E 

de coloration qu'on a pu démontrer le contenu en DNA 

des doubles minutes ainsi que par identification de sites 

de cassure spécifiques dans leur DNA (BARKER et al. ,1979; 

GEORGE et al. ,1981). 



Globalement, les doubles minutes 

se colorent faiblement avec le colorant HOECHST 33258 

qui est spécifique des bases adénine et thymine. 

En bandes G, ils apparaissent plus ou moins gris et par 

technique de c-banding, ils se révèlent négativement, 

ce qui indique un manque de centromère fonctionnel. 
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Ces différentes propriétés ont d'ailleurs 

permis de distinguer les doubles minutes de contaminants 

éventuels. En effet, les mycoplasmes ,au contraire des DMs, 

apparaissent "brillants" en bande G ou par coloration au 

Hoechst 33258. D'autre part, des petits chromosomes possèdent 

des bandes C positives, ce qui permet de les distinguer 

facilement. 

4.- LES REMANIEMENTS AUTRES QUE LES FUSIONS ROBERTSONIENNES. 

Nos observations des caryotypes présentés 

ici pour les souches d~ myélomes (ou hybridomes) nous ont 

permis de constater que, malgré un banding très satisfaisant, 

on ne reconnait pas tous les chromosomes normaux de souris ! 

Il s'est donc passé quelque chose, le plus vraisemblablement 

en rapport avec la survie de la cellule et son immortalité. 

Les remaniements seraient donc importants au niveau du gène, 

peut-être en rapport avec l'amplification. 

Ce qui est curieux dans la nature 

des séquences amplifiées, ce sont leur · longueur différente, 

leur variabilité de réarrangements chromosomiques et leurs 

propriétés changeantes lorsqu'on les étudie sur de iongues 

périodes, dans des lignées cellulaires variées (COWELL,1982). 
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Dans certains cas, l'amplification rencontrée 

sous forme de "région à coloration homogène" (HSRs;v.chap.I) 

apparait sur le locus, ou tout près du gène non amplifié 

(NUNBERG et al. ,1978; BIEDLER et al. ,1980; WAHL et al. ,1982). 

Dans d'autres cas, les gènes amplifiés et 

les HSRs peuvent se trouver sur différents chromosomes 

sans doute par des réarrangements, des translocations, 

lorsque les cellules sont sou mises à des pressions sélectives 

Nous pouvions ainsi nous attendre dans le cas 

des myélomes et hybridomes de souris à trouver des segments 

quelconques correspondant à des gènes amplifiés. 

A partir de plusieurs travaux effectué$ 

sur des cellules de souris présentant une résistance 

au méthotrexate par exemple (BOSTOCK et al. ,1981), on a pu 

aussi conclure que l'unité de DNA qui était amplifiée 

consistait en fait en une séquence chromosomique normale 

et que celle-ci pouvait varier fortement en taille. 

Cette variabilité de taille correspond 

bien avec la longueur variée des régions à coloration 

homogène , en fonction du nombre de copies de gènes, ainsi 

qu'à la taille variée des doubles minutes rencontrés. 

A cela s'ajoute encore la variabilité 

dans l'emplacement de ces séquences amplifiées comme déjà 

mentionnée, ce qui ne nous permettait en aucun cas de 

prévoir le comportement cytogénétique des lignées étudiées. 
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5.- MECANISMES POSSIBLES DE L'AMPLIFICATION GENIQUE. 

Nous avons souvent évoqué le mécanisme 

d'amplification génique. Il nous paraît important d'y 

revenir et d'y consacrer spécifiquement une partie de 

la discussion. 

Les mécanismes d'amplification et 

la structure du DNA amplifié ont été étudiés essentiellement 

par expérimentation sur des cellules en culture présentant 

une sélection pour une résistance à certaines drogues 

(SCHIMKE,1984). 

Bien que tous les problèmes n'aient 

encore été complètement résolus et qu'ils peuvent varier 

selon les cas, trois mécanismes généraux sont proposés pour 

expliquer la genèse de l'amplification dans les cellules 

somatiques (SCHIMKE et al.,1981) 

- utilisation du DNA de cellules lysées par réplication 

et intégration de manière analogue aux techniques 

de transfection de DNA. 

- crossing-over somatique (c'est-à-dire échanges entre 

chromatides) inégal soit par "branchement" entre 

différents segments durant la réplication, soit 

par échange entre chromatides soeurs. 

- réplication disproportionnée par laquelle une partie 

du génome serait dupliquée plus d'une fois dans 

un seul cycle cellulaire. 

Chacun de ces mécanismes sera envisagé ci-dessous. 

a. Utilisation de cellules lysées. 

La première possibilité évoquée est que 

les doubles minutes proviennent d'une phagocytose de DNA 

de cellules lysées. Si ce DNA contient un site d'initiation 



FIGURE 16 

UNEOUAL SISTER CHROMATID EXCHANGE 

A~ e· 
B ~~ 

Figure 1. Schemallc Aepresenlalion of Gen 
plilication by Sister Chromalid Exchange (byl 
ogy lo Meiolic Pairing) 

The reciprocal recombinalion occurs oulsd 
gene (by nonhomologous recombination c 
homologous recombination wilhin a repeale, 
quence wilhin lhe genome), generaling a 
flanking sequence belween lhe Iwo genes, as 
as new recombinalion joinls in bolh sisler 1 

malids. 

* Photocopie tirée de STARK et WAHL (1984). 
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de réplication, il pourrait effectivement exister sous cette 

forme extrachromosomique et serait aussi potentiellement 

capable de s'intégrer dans les chromosomes et de former 

alors une région à coloration homogène. 

Toutefois, ce matériel "ingéré" ne semble 

pas se fixer à des sites particuliers du génome. On ne peut 

donc pas expliquer de cette façon la localisation en tandem 

de gènes répétés sur un seul chromosome à l'endroit 

du gène normal impliqué. 

b. Crossing-over somatique inégal. 

Un autre mécanisme possible propose que 

l'événement initial dans le processus d'amplification serait 

une duplication du gène. 

Le début de l'amplification impliquerait 

la formation d'un petit nombre de copies de gène. Après quoi, 

l'amplification continuerait grâce à des crossing-over 

inégaux entre chromatides soeurs (SCE),(v.fig.16). 

Ce phénomène est observé notamment 

lorsqu'on additionne le milieu avec une concentration élevée 

d'un composé chimique. Celui-ci agirait par sélection en 

faveur des quelques cellules chez lesquelles un tel échange 

inégal a eu lieu. 

Par ce système, la localisation 

chromosomique des séquences de DNA amplifiées serait 

le site "endogène" et c'est seulement lorsque la région 

amplifiée sera assez grande qu'elle sera reconnaissable 

sous forme de ré g ion à coloration homogène (HSR). 

Enfin, si on considère (comme proposé précédemment) que 

les doubles minutes forment les HSR par intégration dans 

les chromosomes, on pourrait attribuer un rôle aux SCE 

dans l'élongation de celles-ci. 

Mais, tandis que le crossing-over inégal 

pourrait expliquer l'apparition de HSR dans des systèmes de 

sélection par étapes, il ne peut expliquer l'amplification 

qui a lieu en une étape. Il existe en effet des exemples 



FIGURE 17 

ORIGIN 
chromosome ••••••••••••••••••••••••••••••• DNA 

Fic. 6. Mode! of D:--A amplification in tumor cells. ln the top part of the ficurc. 
chromosomal DNA is replicated bidirectionally from a fi:.:ed site of origin during the S 
phase of the cell cvcle. With .1 certam prol>abilitv. unscheduled replications of the 
alreaclv rcplicate<l D:"-A may occur during a sin1,dc cell cycle. This leads to a , trm:tur<· 
shown as superimposecl replication lmhblcs. The multiple copies of D;'1/A must resolve 
tnto a linear arrar before the ne:-ct mitosis. Tli1s can occur br homologous or illei:itimate 
recombinations between dilîerent amplifiecl segments. The process can lcad to a lincar. 
tandem, but heterogenous multicopy unit. shown on the left. which may in somc cases 
cvolve to an HSR. If suitable recombinations occur, extrachromosomal circular D:-.:A 
elements containing origins for DNA replication are fonned : these mar be the prccur
sors of D~IINs . Them denotes a hypothetical ioncolgene within tlw amplifit·tl domain . 
;\oie that in h1mors such as tlw rnlon carcinoma COLO :3:!0, 0~11:--;s and HSfh can 
apparentlr intcrchance. The mode! is drawn according to Roberts et al. ( HJ83). 

*photocopie tirée de ALITALO et al. (1986) , P.249 
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montrant que l'amplification génique peut avoir lieu sans 

division cellulaire préalable (COWELL,1982). Or la génération 

d'HSR par crossing-over inégal est tributaire,elle, de 

nombreuses divisions cellulaires entre chaque étape de 

sélection. 

c. Réplication anormale de l'ADN en cours de division. 

La troisième hypothèse est basée sur 

"la réplication saltatoire", qui est par ailleurs 

le - mécanisme proposé pour expliquer l'excision du virus 

SV 40 d'un chromosome hôte. 

Cette théorie suppose que la réplication 

peut commencer,au même endroit,plusieurs fois pendant 

un cycle mais s'arrête avant de rejoindre la fourche de 

réplication provenant de l'origine adjacente. 

Selon certaines études (ROBERTS et al. 

1983; STARK et al.,1984; ALITALO et al. ,1986), les cycles 

multiples de réplication de DNA au même locus pendant 

un cycle cellulaire montreraient une structure en "boucles 

de réplication" superposées (v.fig.17). 

Les copies amplifiées de DNA devant cependant se retrouver 

sous forme d'enchaînement linéaire avant la mitose suivante, 

cela se ferait par des recombinaisons homologues ou non 

entre certaines séquences répétées à l'intérieur d'une région 

amplifiée (ROBERTS et al.,1983). 

Comme déjà signalé, une partie des 

recombinaisons mènerait à la formation de boucles extra

chromosomiques qui possèderaient un site d'initiation de 

réplication ; ce pourraient être d'ailleurs les précurseurs 

des doubles minutes (PELLIGRINI et al. ,1984). Mais 

ce processus pourrait aussi mener à une unité de copies 

multiples, linéaire et hétérogène qui, dans certains cas, 

évoluerait en une région à coloration homogène. 
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Plusieurs études ont suggéré que, suite 

à une brève inhibition de la réplication du DNA par certaines 

drogues, la réplication pourrait se "réinitialiser" au même 

endroit (WOODCOCK et al. ,1979). Puisque le méthotrexate, 

par exemple, prive les cellules de thymidine, il est possible 

que cette drogue ou d'autres agents anticancéreux qui 

inhibent la réplication, facilitent l'amplification en 

stimulant une "réplication saltatoire". 

6.- AMPLIFICATION ET CYTOGENETIQUE. 

L'intérêt de la cytogénétique est de 

pouvoir mettre en évidence en microscopie optique 

des événements intéressant un gène c'est-à-dire correspondant 

à une échelle moléculaire. 

L'amplification génique permettrait de 

visualiser ces mécanismes, sans avoir recours soit aux 

techniques de biologie moléculaire soit au microscope 

électronique. En somme, des moyens relativement simples 

permettent d'aborder l'étude de phénomènes relativement 

compliqués. 

Grâce à la cytogénétique, on peut en 

effet déceler la présence de petites structures chromosomi

ques comme les doubles minutes, en étudier la répartition 

dans les cellules et en tirer des informations sur leur 

mécanisme d'apparition, de répartition entre cellules, 

leur importance pour la survie et l'acquisition de propriété E 

nouvelles. 

Il faut cependant souligner que peu 

de travaux sur ce sujet existent et que ces processus 

d'amplification (et les structures qui y sont associées) 

restent encore peu connus. 
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Dans un souci d'objectivité, nous voudrio 

rappeler quelques points non encore élucidés : 

- quand est-ce que des séquences particulières de DNA sont

elles répliquées et quels gènes pourraient être plus 

facilement amplifiés? 

- qu'est-ce qui détermine le moment de réplication d'une 

séquence de DNA dans le c y cle cellulaire? Jusqu'à présent, 

on ignore encore le temps de réplication de divers gènes 

qui ont été amplifiés sous conditions sélectives par exemple. 

Wahl et ses collaborateurs (1984) ont déterminé que 

la propension à l'amplification de gènes transfectés est 

dépendante de leur site d'intégration chromosomique ; 

il y aurait ainsi une différence dans la probabilité 

d'amplification (quelque soit le mécanisme impliqué). 

- quelles sont les origines impliquées lors de la reduplica

tion du DNA? Il apparaîtrait que ces origines de réplicatio n 

pourraient ne pas être à des sites fixes dans toutes 

les conditions de croissance (SCHIMKE,1984). 

Comme nos résultats le montrent, dans 

les my élomes et hybridomes de souris, i l semble qu'il ne 

soit pas possible de prévoir le niveau et le moment 

d'apparition d'une amplification, ni de prévoir dans quelle 

lignée elle surgira (en fonction d'une constitution 

chromosomique particulière par e x emple). 

Par ailleurs, il nous est très difficile 

de choisir les types de mécanisme d'amplification qui se sont 

produits dans nos lignées mais nous avons néanmoins pu 

metttre en évidence qu ' ils se sont produits 

Enfin, l'amplification des gènes ne doit 

pas faire oublier tous les autres mécanismes ayant provoqué 

les nombreux réarrangements chromosomiques observés. 

Il faut en effet compter sur les translocations, les délétion~ 

les inversions chromosomiques et tous les remaniements avec 

"effet de position". Et ,e sont sans aucun doute ces derniers 

qui prédominent, bouleversant l'expression de certains gènes 

en les activant ou non. 



7.- AMPLIFICATION GENIQUE, CANCER ET IMMORTALITE 

CELLULAIRE. 
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Plusieurs faits suggèrent que l'amplifica

tion de gènes peut être en relation avec l'origine et/ou 

la progression du cancer (PALL,1981; VARSHAVSKY,1981; 

SCHIMKE,1982). Des ab~rrations chromosomiques comprenant 

les doubles minutes et les régions à coloration homogène 

ont été trouvées dans de nombreuses cellules et lignées 

cellulaires tumorales (v.LEVAN et al. ,1977; MILLER et MILLER, 

1983) et,dans certains cas, on a pu démontrer que les lignées 

cellulaires contenaient des oncogènes amplifiés comme 

le c-myc, c-ki-ras,etc ... (SCHWAB et al. ,1983; KOHL et al., 

1983). 

Il faut cependant encore établir si 

ces aberrations (et les gènes amplifiés) sont liées au 

processus oncogénique ou s'ils sont le résultat de 

l'établissement de lignées cellulaires continues dérivées 

de telles tumeurs. 

D'autres études ont montré que divers 

réarrangements de DNA sont associés au cancer, comme 

les translocations chromosomiques provoquant une expression 

accrue des gènes c-myc (KLEIN,1983), ou comme la surexpression 

d'oncogènes cellulaires par juxtaposition à un promoteur 

rétrovirus ( HAYWARD et al. , 1981.). 

De telles données suggèrent que 

l'amplification génique peut être une forme fréquente 

d'instabilité génomique et être à la base de diverses formes 

de réarrangements chromosomiques. Ceux-ci, à leur tour, 

peuvent mener à une surproduction de protéines nécessaire 

pour surmonter les contraintes de croissance normale , 

et lors de croissance tumorale, à une hétérogénéité dans 

la population cellulaire et une progression dite maligne. 
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L'induction rapide de l'amplification 

qui a souvent lieu par intermédiaires extrachromosomiques, 

pourrait aussi fournir à la cellule cancéreuse le matériel 

génétique nécessaire à son maintien sous certaines pressions 

sélectives . 

Il nous paraît enfin utile de souligner 

les progrès réalisés grâce aux techniques de banding. 

Lorsqu'on observe les chromosomes de 

myélomes et d'hybridomes de souris, ils peuvent apparaître 

(et ils ont été du reste décrits) à première vue tout à 

fa~t normaux (v.caryotype du myélome SP
2

N et de l'hybridome 

H4A8). Mais en réalité , après mise en évidence 

des bandes, nous avons pu montrer qu'il ne s'agissait plus 

du tout de chromosomes normaux de souris mais bien 

de chromosomes profondément remaniés, au point qu'il devient 

même impossible de reconnaître des chromosomes normaux. 

Cette "non identification" de certains 

chromosomes nous permet aussi d'apporter une contribution 

à une meilleure compréhension de la survie des hybridomes 

des chromosomes normaux ne permettraient pas du tout 

d'avoir des hybridomes 

De plus, au contraire de certaines cellules tumorales (chez 

l'homme par exemple) dans lesquelles l'apport de chromosomes 

normaux (par introduction directe dans la cellule ou par 

hybridation avec des cellules normales) peut rétablir 

la "normalité", les myélomes et hybridomes montrent bien 

à quel point ces cellules sont réarrangées, anormales, et 

que cela ne s'explique pas simplement par des pertes ou 

gains de chromosomes. 



CONCLUSIONS 
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CONCLUSIONS 

a.) L'étude des myélomes et hybridomes 

de souris que nous avons effectuée , a été compliquée 

par le fait que les lignées utilisées ont été 

constituées d'hybridomes et d'hybridomes fusionnés 

avec des lymphoc y tes. 

Cela peut expliquer une partie de la variabilité et 

des résultats observés . 

b . ) Nous avons étudié divers systèmes de 

C.) 

bandes (bandes G et C) et mis en évidence certaines 

régions chromosomiques particulières ( régions des 

organisateurs nucléolaires ) dans les lignées de 

myélomes SP
2

M, SP
2

B, SP
2

N et l ' hybridome 4A8. 

Nous avons observé une dispersion du 

nombre de chromosomes au sein de chaque lignée. 

Cette distribution du nombre modal peut s ' expliquer 

par le fait que nous sommes partis d'un matériel qui 

lui-même présentait déjà une grande variation 

chromosomique et par sa nature hybride. 

Les myélomes et hybridomes de souris 

sont donc à classer dans le groupe de cellules tumorales 

à dispersion chromosomique. 

Apparemment, les anomalies observées ne sont 

pas dues au hasard en ce sens que nous n'avons pas vu de 

chromosomes en anneau, de chromosomes dicentriques,etc .. . 

(qu'on retrouve dans des cas de leucémies, lors de 

radiations,etc.). 
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d.) Nous avons pu identifier certains 

chromosomes et déterminer pour la première fois 

l'existence d'une translocation entre un chromosome 

3 et un chromosome 5 qui est donc importante dans 

ces cellules. Bien que certains auteurs aient montré 

l'existence d'une translocation (12;15) dans 

des plasmacytomes de souris, ou même dans ce type 

de souche cellulaire, nous pouvons dire que cette lignée 

est originale. 

Un autre chromosome marqueur a aussi 

été trouvé mais n'a pu être identifié de manière 

univoque. Il n'est pas exclu qu'il soit constitué 

d'un chromosome 12 et d'un 15, en tout ou en partie. 

La plupart des autres chromosomes 

n'ont pu être identifiés en tant que normaux 

On peut donc penser qu'ils ont subi des remaniements 

intrachromosomiques. 

e.) Dans ces conditions, une corrélation 

génotype/phénotype devient aléatoire. Il faudrait 

en effet pouvoir étudier pour chaque culture quel était 

exactement le génotype des cellules (avec la variabilité 

qu'il comporte). Il ne serait ainsi pas étonnant de voir 

apparaître et disparaître des protéines secrétées dans 

le milieu. 

Le présent travail permettrait alors 

d'expliquer pourquoi on observerait cette variabilité 

et pourquoi certaines lignées d'ailleurs produiraient 

un type de protéines tandis que d'autres lignées 

apparemment les mêmes n'en produiraient pas ou moins. 
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