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Les leucémies sont des proliférations clonales hématopoiétiques associées a un blocage de
maturation (leucémies aigués, entrainant I’accumulation de blastes dans la moelle) ou sans
blocage de maturation (leucémies chroniques, avec accumulation de cellules sanguines a
divers stades de maturation).

Leur diagnostic fait appel aujourd’hui a un ensemble de méthodes ne reposant plus
uniquement sur I’examen clinique et sur la cytologie classique (étude de ’hémogramme et
du myélogramme). Celles-ci regroupent !'immunophénotypage (recherche d’antigénes
spécifiques) essentiellement pour les leucémies aigués, la cytogénétique conventionnelle
(recherche sur des cellules en métaphase d’anomalies caryotypiques plus ou moins
spécifiques) et la biologie moléculaire (recherche d’anomalies chromosomiques,
d’anomalies structurales ou fonctionnelles de certains génes, de certains transcrits, de
certaines protéines...). La combinaison de ces différentes méthodes a permis
Pidentification de nombreux marqueurs moléculaires permettant de caractériser certains
types de leucémie. On sait par exemple que certains types de leucémie aigué
lymphoblastique de type T sont associés aux translocations t(10;14) (q24;q932) et t(7;10)
(q35;q24) avec comme conséquence l’actvation du géne HOXII ; les leucémies
promyélocytaires sont toujours associées a la t(15;17) (q21-q11-22) entrainant la
juxtaposition de deux génes : PML (15q22) et RARa (17q21), avec formation de transcrits
de fusion et de protéines de fusion PML-RARa. Les marqueurs moléculaires les plus
éudiés actuellement correspondent au produit d’'une translocation, la t(9;22) (q34; ql1).
Au cours de cette translocation, la trés grande majorité des séquences du géne abl (9q34)
vont fusionner & des séquences du géne bcr (22q11). Il y a ainsi formation du géne de
fusion bcr-abl sur le chromosome, que ’on nomme alors chromosome Philadelphie (Ph)
(ou 22q-) et du géne de fusion abl-bcr sur le chromosome alors nommé 9q+. La

transciption du géne de fusion bcr-abl permet la formation de différents types de transcrits
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de fusion, traduits en deux protéines de fusion p210°”“” et p190*™“*_ La majorité des cas
de leucémie myéloide chronique (LMC) et quelques cas de leucémie aigué
lymphoblastique (LAL) sont associés i la présence du chromosome Ph.

Une leucémie est habituellement découverte lorsque la masse de cellules tumorales
dépasse 10'* cellules. Les thérapeutiques mises en route, quelles qu’elles soient, auront
pour but de diminuer suffisamment le nombre de cellules du clone tumoral, en espérant
qu’en deca d’un certain nombre (inférieur 4 10°) ’organisme sera capable d’éliminer les
cellules leucémiques résiduelles, permettant ainsi la reprise de croissance des précurseurs
hématopoiétiques normaux. Les moyens d’apprécier rapidement, aprés !’instauration d’un
traitement, la rémission de la maladie sont basés sur 1’étude cytomorphologique du sang et
de la moelle, mais aussi, lorsqu’il existe une anomalie caryotypique au diagnostic, sur une
étude cytogénétique des cellules de la moelle ou du sang en métaphase. Avec de telles
méthodes, le suivi de la masse tumorale n’est possible que pendant une période trés courte
pendant ou aprés I’instauration d’un traitement. Elles ne suffisent pas pour évaluer le
risque de rechute pouvant exister plusieurs années aprés I’instauration d’un traitement,
c’est a dire pour évaluer au mieux la quantité de cellules tumorales résiduelles persistant
dans 1’organisme, que I’on appelle maladie résiduelle, ceci bien avant que le myélogramme
et/ou le caryotype ne redeviennent anormaux. Pour que cette évaluation soit possible, il est
nécessaire d’avoir recours d’une part a des marqueurs moléculaires spécifiques du type de
pathologie étudiée, d’autre part a des techniques de détection sensibles. L’une de ces
techniques permettant ce type d’approche est la technique d’amplification génique ou PCR
(« polymerase chain reaction). Elle permet la détection d’une cellule tumorale sur un
million de cellules normales.

Le travail que nous présentons ici s’insére dans la thématique de recherche et de

développement des connaissances sur les hémopathies associées a la présence du
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chromosome Ph et/ou des transcrits de fusion qui en découlent, tout autant que sur les
moyens de mieux appréhender la maladie résiduelle dans ces différents types de
pathologies.

Aprés avoir situé les principales leucémies présentant un chromosome Philadelphie, nous
avons voulu définir sous ’angle moléculaire les génes de fusion bcr-abl et les divers
transcrits de fusion qui en sont la résultante. Les fonctions normales et pathologiques des
genes impliqués seront également abordées. Notre contribution technique sera ensuite
présentée sous la forme d’une reprise des diverses méthodes permettant de mettre en
évidence la translocation soit sous I’angle cytogénétique, soit sous 1’angle moléculaire, par
I’étude des génes de fusion et des transcrits de fusion qui en découlent. Nous avons voulu
insister plus particuliérement sur les principaux écueils techniques (ou les limites) de

chaque méthode. Enfin, nous intégrerons nos résultats parmi ceux de la littérature.
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I-_Les principales caractéristiques de la leucémie myéloide chronique
(LMCQ).

La LMC est un désordre clonal myéloprolifératif résultant de la prolifération des cellules
souches myéloides pluripotentes (précurseurs des granuleux, des érythrocytes, des
mégacaryocytes), sans blocage de leur maturation. Parfois ’on observe également une
prolifération de cellules souches lymphoides. C’est une maladie acquise. Elle représente 7 a
15 % de tous les types de leucémies de I’adulte (1-5), sa fréquence annuelle est de 1 a 1,5
cas sur 100 000. Elle touche préférentiellement les hommes (2-4) et peur survenir 3 tout
age, avec toutefois une prédominance entre 50 et 60 ans. Trois phases de développement la
caractérisent : la phase chronique, la phase accélérée et la phase blastique ou phase de

transformation aigué (TA).

I-1- Les caractéristiques de la phase chronique.

A la phase initiale de la maladie, appelée phase chronique, environ la moiti€¢ des patients
présentent une splénomégalie, c’est a dire une rate augmentée de volume. Celle-ci est le
siége d’une métaplasie myéloide. D’autres signes cliniques sont parfois observables, mais
plus rarement, car la maladie tend a étre découverte de plus en plus précocément
(surveillance en médecine du travail, bilans biologiques systématiques, moyens de diagnostic
plus précis et plus spécifiques).

L’hémogramme, assez caractéristique, suffit trés souvent pour faire le diagnostic.
L’hyperleucocytose est variable, souvent importante (de 20 a 150.10°/). Celle-ci est

constituée d’un grand nombre de polynucléaires neutrophiles et de cellules granuleuses
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immatures, métamyélocytes et myélocytes essentiellement, avec trés peu de myéloblastes et
de promyélocytes.

Le myélogramme est trés riche en cellules de la lignée granuleuse (plus de 90%) sans
prédominance des promyélocytes et myéloblastes. On peut constater une augmentation du
nombre des mégacaryocytes souvent de taille réduite.

Cette phase chronique peut étre plus ou moins prolongée et contrdlée par les
thérapeutiques. La prédiction de la durée de cette phase est possible grice a I'utilisation de
scores pronostiques, tel le score de Sokal (6-7). Celui-ci est formule mathématique prenant
en compte I’age, la taille de la rate, les taux de plaquettes, le pourcentage de blastes
sanguins, I’hématocrite. Schématiquement, une classification des patients en plusieurs
groupes peut €tre établie : la catégorie des patients a faible risque ayant un score inférieur a
0,8 avec une médiane de survie de 60 mois ; ceux a risque intermédiaire avec un score
compris entre 0,8 et 1,2 ; ceux a risque élevé avec un score supérieur a 1,2 avec en moyenne
une durée de survie de 32 mois. Sans traitement, la phase chronique dure en moyenne de 3 a

7 ans. Elle est suivie de phases plus agressives : la phase accélérée et la phase blastique.

1-2- La Transformation de la maladie.

Celle-ci survient inéluctablement aprés un nombre variable d’années et ce, de 2 manieres.
Dans environ 30% des cas, on constate, sur une période courte allant de quelques
semaines a quelques mois, une brusque augmentation de nombre de blastes sanguins et
médullaires. On parle alors d’acutisation brutale ou de TA de la maladie. Le patient se
présente comme si il avait une leucémie aigué avec un nombre de blastes médullaires proche
de 100%. Dans cette situtation, les bastes sont trés souvent des lymphoblastes avec un

phénotype B et exprimant I’antigéne CD10.
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Dans les autres cas, on constate une résistance progressive au traitement, une
persistance ou une réapparition progressive de la splénomégalie. Par ailleurs, I’hémogramme
se modifie progresssivement. On constate une augmentation du nombre de cellules
immatures (myéloblastes et promyélocytes), une persistance ou une augmentation du
nombre de granulocytes basophiles en autres. Le myélogramme montre lui aussi un excés
croissant de cellules immatures. Aprés plusieurs mois un tableau de leucémie aigué ou
proche de celui-ci est retrouvé. En effet, souvent ce type d’acutisation est fait de blastes
myéloides (myéloblastes uniquement ou encore, associés par exemple a des
mégacaryoblastes responsables d’une fibrose médullaire plus ou moins nette).

A ce stade, la situation est toujours trés grave et, quand on obtient une rémission avec un

retour en phase chronique, elle est généralement de courte durée.

I-3- Les cellules souches de LMC.

L’origine clonale de la maladie a été démontrée par des techniques basées sur ’inactivation
du chromosome X, d’abord par I’étude des isoformes de la glucose 6 phosphate
déshydrogénase (G6PDH) puis par celle du polymorphisme des fragments de restriction
avec analyse de la méthylation différentielle (8).

Au cours de la phase chronique de la maladie, I’expansion des cellules clonogéniques est
une caractéristique de la cellule souche de LMC (9).11 existe une amplification extrémement
forte du clone leucémique au niveau du sang périphérique tandis qu’il persiste une grande
quantité de cellules souches normales dans la moelle. Celles-ci ayant un avantage de de
maintien par rapport aux cellules leucémiques (10, 11). Les bases physiopathologiques de la
disparité entre compartiment sanguin et médullaire restent inconnues. Elles peuvent faire

intervenir un déficit de I’adhésivité des cellules souches de LMC qui pourraient plus
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facilement se détacher du stroma lors des changements de milieu ou I’inhibition sélective de
ces dernieres par un facteur stromal analogue.

Il a été démontré que si la plupart des cellules clonogéniques de LMC ont un phénotype
engagé dans la différenciation (CD34+, HLA-DR+ et rhodamine fort), environ 20 & 30%
des LTC-IC (cellules initiatrices de culture & long terme) de LMC ont un phénotype
CD34+, HLA DR- ou rhodamine faible, similaire a celui observé au niveau des cellules
normales (11). Cette observation est corrélée avec des approches de purification de cellules
souches basées sur les marqueurs CD34 et HLA-DR démontrant la présence du transcrit

ber-abl dans les cellules hématopoiétiques primitives (CD34+/ HLA-DR-) (12).

I-4- Pronoctic et traitements (13-16).

Des travaux ont montré la coexistence de cellules médullaires Ph + et de cellules médullaires
Ph - au début de la maladie, par conséquent il parait logique d’appliquer le plus t6t possible
des thérapeutiques susceptibles de faire disparaitre la population de cellules Ph+ ; car en fait
il existe une relation de causes a effets entre les événements moléculaires liés & la présence
du chromosome Ph et Dinitiation et le développement de la maladie. Le but des
traitements sera donc I’obtention de rémissions cytogénétiques et, si possible, de rémissions

moléculaires.

Par le passé, les patient atteints de LMC étaient de trés mauvais pronostic. Moins de 20%
d’entre eux avaient une chance d’étre en vie 5 ans aprés le diagnostic. De nos jours, du fait
que le diganostic est porté plus tot, que de nouvelles thérapeutiques ont fait leur apparition
(en plus des monochimiothérapies conventionnelles : hydroxyurée, busulfan sont apparues

I’interféron alpha seul ou en association avec la cytosine arabinoside, la chimiothérapie
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intensive, la greffe de moelle osseuse (allogénique ou autologue), la médiane de survie se
situe entre 60 et 65 mois, le taux de survie a 3 ans varie entre 75% et 85% et a 5 ans entre
50 a 60%.

Cependant, seuls trois traitements sont capables d’entrainer des rémissions cytogénétiques :
la greffe de moelle osseuse allogénique, les interférons et la greffe de moelle osseuse
autologue. Seule la greffe allogénique, en dehors de quelques exceptions, est capable
d’assurer une rémission moléculaire. Ces notions sont développées dans le chapitre
« Résultats-discussion », pp :99-143.

Il existe différents types de greffe allogénique : avec donneur apparenté ou avec donneur
non apparenté. Deux types de greffe allogénique avec un donneur apparenté sont possibles :
la greffe syngénique a partir d’un jumeau vrai et la greffe allogénique, avec un donneur ou
greffe géno-identique : a partir d’un frére ou d’une sceur HLA compatible.

Concemant I’interféron alpha, ’évolution de la réponse a I'interféron alpha se fait suivant
les critéres développés par différentes équipes (17, 18, 19).

- Une rémission hématologique est dite compléte, quand le taux des leucocytes est inférieur
4 9. 10°/, le taux des plaquettes est inférieur a 450.10%/1, que I’on dénote I’absence de
cellules immatures et la disparition de tous les signes et symptomes cliniques apparentés a
cette maladie, telle qu’une splénomégalie palpable. Elle est dite partielle quand le taux de
leucocytes a diminué de moitié par rapport a ce qu’il était avant I’application du traitement,
inférieur alors a 20.10°/1, ou §’il y a normalisation des leucocytes avec persistance d’une
splénomégalie et de cellules périphériques immatures.

- Une réponse cytogénétique est dite minime, quand il y a persistance de 35 a 95% de
cellules Ph+, aprés traitement. Elle est dite partielle, quand ce taux varie de 1 a 34% de

cellules Ph+. Elle est dite compléte, quand ce taux est de 0% . Une réponse cytogénétique
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majeure peut inclure des réponses cytogénétiques compléte et partielle, car I’estimation de

ce stade est possible quand le taux de clones Ph+ est inférieur a 35%.

I1. Les principales caractéristiques de la leucémie aigué lymphoblastique
(LAL) associée a la présence du chromosome Philadelphie (LAL Ph+).

Les leucémies aigués (LA) sont des proliférations malignes du tissu hématopoiétique
caractérisées par une expansion clonale de cellules immatures : les blastes. Selon que ces
blastes correspondent & des lymphoblastes ou des myéloblastes, on parle alors de leucémie
aigué lymphoblastique (LLAL) ou de leucémie aigué myéloblastique (LAM) respectivement.
Le diagnostic différentiel majoritaire entre une LAL et une LAM est I’absence d’activité de
la myéloperoaydasc dans ies LAL.

Selon une classification établie par un groupe d’hématologistes frangais, américains et
britanniques (« FAB Cooperative Group ») (20, 21), il existe trois types de LAL : les types
L1, L2, L3. Les caractéres ayant été pris en considération pour définir ces différents types
de LAL sont la taille de la cellule, la morphologie du noyau, la présence de nucléoles,

I’aspect de la chromatine, la quantité et la basophilie du cytoplasme.

I1-1- Principaux aspects clinico-biologiques.

Chez I'adulte, le type de LAL le plus communément retrouvé est le type L2 (22). Le
chromosome Philadelphie est retrouvé, selon les séries décrites dans la littérature, dans 25 a

30% des LAL de I’adulte (23-28). Sa présence est souvent associée a un taux plus élevé de
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leucocytes sanguins (69% contre 40% respectivemant) (29). Toutefois, ces données sont
controversées par certains auteurs (30, 31). Ces différences peuvent étre dues au nombre de

patients étudiés et a leur age.

Chez I’enfant, le type de LAL le plus communément retrouvé est le type L1. La découverte
d’un chromosome Philadelphie est rare chez I’enfant et représente moins de 5% des cas de
LAL a cet age (26, 32, 33). Au diagnostic, la présence du chromosome Ph est souvent
associée a des taux de leucocytes et de plaquettes élevés (32-34). Son association avec une
localisation au niveau du systéme nerveux central (CNS) (32-34) et un type de la

classification FAB (French-American-British) reste controversée (35).

I1-2- Phénotype membranaire des LAL Ph+.

Il n’a pas été montré de différence majeure entre les blastes des LAL Ph+ des enfants et des
adultes. Généralement, la lignée des précurseurs lymphoides de type B est impliquée (25),
trés rarement la lignée des précurseurs des lymphoides de type T (30). 70% de marqueurs
spécifiques de la lignée myéloide sont retrouvés quand il y a expression de la protéine de
fusion p190*™* contre 37% quand il s’agit de la protéine de fusion p210°>7*¥ (30).

Bien qu’ils soient également exprimés chez les patients atteints de LAL Ph-, les antigénes de
surface les plus communément exprimés chez adultes et les enfants atteints de LAL Ph+
sont le CD10 (ou CALLA) et le CD19 (23, 24, 32, 33, 36). Il a également été décrit que, le
CD34, antigéne caractéristique des progéniteurs cellulaires présents habituellement dans
moins de 1% des cellules normales de la moelle, peut étre exprimé dans beaucoup de cas de
LAL Ph+ (37). Cette expression permet d’émettre I’hypothése d’une implication dans le

processus de leucémogenése de cellules souches pluripotentes ou de progéniteurs cellulaires
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trés précoces. Quelques marqueurs spécifiques des cellules malignes existent. Mori T. et al.
(38) ont récemment décrit un anticorps (KOR-SA3544) pouvant reconnaitre, parmi un pool

de cellules lymphoides, les cellules portant le chromosome Ph.

I1-3- Proneostic et traitements.

Aussi bien chez I’enfant que chez I’adulte, un taux élevé de leucocytes et un 4ge avancé sont
deux paramétres souvent associés a un trés mauvais pronostic (22, 23, 39-41). Les
caractéristiques cytogénétiques et immunophénotypiques des cellules leucémiques sont deux
facteurs a prendre en considération, ainsi que le statut de la maladie dans le systéme nerveux
central pour les LAL de I'enfant (42). Il n’en reste pas moins que la présence du
chromosome Ph parait étre un élément pronostique trés péjoratif, méme en 1’absence de ces

différents signes de gravité (23, 25, 34, 39, 41, 43).

Les traitements s’avérent étre complexes, intensifs et généralement tres toxiques (44-47). A
cause de ’hétérogénéité de la maladie, en relation directe avec le pronostic, I’uniformisation
des traitements n’est pas adéquate.

Tous les protocoles de chimiothérapie actuels partagent quatre objectifs : ’induction d’une
rémission, la consolidation ou I’intensification de 1’éradication des cellules leucémiques
résiduelles, la prévention d’un développement possible d’une leucémie au niveau du CNS et
le maintien du stade de rémission. Aussi bien chez les adultes que chez les enfants, les
traitements par chimiothérapie intensive induisent des taux de réponse importants, similaires
a ceux obtenus chez des patients atteints de LAL classiques, mais avec des taux de rechute
élevés et ceci relativement tot. Ces résultats (chez les enfants, comme chez les adultes)

évoquent alors la nécessité de recourir a des approches thérapeutiques encore plus
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intensives, telles que le greffe de moelle osseuse allogénique ou autologue. Ces différentes

notions sont développées dans le chapitre « Résultats-Discussion », pp : 99-143.

III- Le chromosome Philadelphie (Ph), résuitant de la translocation
9:22) (q34:q11).

III- 1- Historique.

La découverte du chromosome Philadelphie (Ph) revient 4 Nowell et Hungerdorf en 1960
(48), sa caractérisation exacte a Rowley en 1973 (49). Le chromosome Ph (50) est le
résultat de réarrangements chromosomiques : la translocation t(9;22)(q34;q11). Au cours
cette translocation, la trés grande majorité des séquences du géne abl, situé sur le
chromosome 9, au niveau de la bande q34, vont fusionner a des séquences du géne bcr,
situé sur le chromosome 22, au niveau de la bande q11. Il y aura ainsi formation du géne de
fusion bcr-abl sur le chromosome, que ’on nomme alors chromosome Ph (ou 22 g-) et du

gene de fusion abl-bcr sur le chromosome alors nommé 9q+.

I11-2- Moyens d’étude.

Différentes techniques permettent la détection du chromosome Philadelphie. Elles
regroupent les techniques de cytogénétique conventionnelle et de biologie moléculaire.

Les techniques de cytogénétique conventionnelle, plus précisément la technique du
caryotype, permet ’examen cellules de moelle osseuse et/ou sanguines en métaphase. Elle

présente ’avantage d’une grande spécificité. Le chromosome Philadelphie est souvent
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détecté sans ambiguité, sa présence est retrouvée dans 95% des cas de LMC. Concernant
les LAL Ph+, la détection du Ph par la technique de cytogénétique classsique ne s’effectue
avec succes que dans 65 a 80% des cas (24, 39, 51). Chez de nombreux patients atteints de
LAL Ph+, 1a moelle est souvent trés difficilement aspirable : certains prélévements seront
trés pauvres en cellules blastiques et, par ailleurs, les lymphoblastes sont trés difficiles a
maintenir en culture. Ainsi, le pourcentage de cellules leucémiques dans un échantillon de
LAL Ph+ peut étre faible, inférieur & 30%, alors que dans les échantillons de LMC la quasi-
totalité des cellules étudiées est porteuse de I’anomalie chromosomique.

Différentes techniques de biologie moléculaire permettent la détection du chromosome
Philadelphie ou, plus précisément la détection du géne de fusion bcr-abl et des transcrits
chiméres qui en découlent. Au niveau de I’ADN, on peut étudier les réarrangements du géne
ber gréce a la technique de Southern. L’étude des réarrangements du geéne abl/ peut étre
réalisée grace a la technique de Southern aprés électrophorése en champs pulsés. Le géne de
fusion bcr-abl peut étre identifié «in situ» sur le chromosome par la technique
d’hybridation «in situ» en fluorescence : la FISH (pour «Fluorescence in situ
hybridization »). Au niveau de ’ARN, les différents transcrits chiméres résultant de la
transcription des génes de fusion bcr-abl peuvent étre détectés par la technique classique de
Northern. Cette technique est largement supplantée de nos jours par la technique de RT-
PCR (RT pour transcription inverse ou « retrotranscription » et PCR pour amplification
génique ou « polymerase chain reaction »), technique de détection plus simple et plus

sensible.
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II1-3- Incidence au niveau des LMC et des LAL.

Le chromosome Ph, sous sa forme classique, est présent dans environ 85% des cas de LMC.
Sa détection permet de poser formellement le diagnostic. Cette anomalie chromosomique
est acquise et clonale. Elle est présente dans toutes les cellules myéloides, ainsi que dans les
lymphocytes de type B et quelque-fois dans les lymphocytes de type T. Dans 5% des cas, le
chromosome Ph se trouve étre impliqué dans des translocations complexes faisant intervenir
plus de 3 chromosomes, dont les chromosomes 9 et 22. Dans 10% des cas, aucun
chromosome Ph ne peut étre détecté par les techniques de cytogénétique conventionnelle.
L’absence de Ph ne peut étre qu’apparente. En effet, il existe des cas Ph+ a fort
mosaicisme, avec un nombre relativement faible de cellules Ph+, il faut alors examiner un
nombre suffisant de mitoses pour le trouver (52-55). Parmi ces patients, 50% présentent le
réarrangement bcr-abl détectable par les différentes techniques de biologie moléculaire.
Dans les autres 5% restants, bien que ces patients semblent présenter un tableau clinique de
LMC, ils se trouvent étre Ph- et bcr-abl - (56, 57). 1l s’avére, toutefois, que la plupart de
ces patients ne présentent pas de LMC et appartiennent a un autre cadre proche ou
identique a celui des syndromes myélodysplasiques (55, 58). Au moment de I’acutisation de
la LMC, dans 80% des cas, des anomalies chromosomiques nouvelles, numériques et/ou
structurales, s’ajoutent au Ph. Il existe une certaine corrélation entre ces anomalies
chromosomiques et le type cytologique de I’acutisation. Dans les transformations
myéloblastiques, on note surtout la duplication du Ph, une trisomie 8, un iso 17q et une
trisomie 19 (anomalies acquises et clonales). Une atteinte du chromosome 7 (monosomie ou
translocation ) est rare (59). Dans les trés rares TA a promyélocytes on peut retrouver une
anomalie additionnelle, 1a t(15;17) (60). Dans les TA lymphoides on note le plus souvent

une hyperploidie rarement une hypoploidie. On renconte aussi mais beaucoup plus rarement
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une duplication du Ph. Des atteintes du chromosome 7 et du chromosome 14 (14q+) sont
aussi décrites (61, 62). D’autres anomalies moléculaires sont constatées. Liu E. et al. (63)
ont décrit une activation par mutations ponctuelles des génes appartenant a la famille de ras
(N-ras et H-ras). Ahuja H. et al. (64) ont décrit des anomalies du géne p53, délétions et
réarrangements dans 8 cas sur 34 de TA, dans une phase accélérée sur 4, et dans un cas sur
38 de phase chronique. En TA, les transcrits normaux du gene p53 ont été trouvés en
quantité réduite ou n’ont pas été détectés dans 10 cas sur 16, et, étant donné ce que I’on sait
du role supresseur de malignité de p53, ces faits ont peut-étre une grande importance. Les
raisons pour lesquelles ces anomalies chromosomiques et/ou génétiques apparaissent, et
plus généralement les raisons qui font que presque toutes les LMC se transforment, restent

encore largement inconnues.

Au niveau des LAL, le chromosome Philadelphie est retrouvé dans 25 4 30% des LAL de
I’adulte (23-28, 65), 3 a 5% des LAL de ’enfant (26, 32, 33) et 2% des cas de leucémie
aigué myéloblastiques (LAM) (28). Aprés application de techniques de biologie moléculaire,
les taux d’incidence de réarrangements bcr-abl varient entre 30 et 50% dans les LAL de
P’adulte. Comme dans le cadre des LMC, des variantes de la translocation t(9 ; 22) ont été
décrites. Au diagnostic, des anomalies additionnelles (-7, 7q-, réarrangements du 9, etc...)
sont présentes dans environ la moitié des cas. Lors de I'évolution clonale, les anomalies
additionnelles les plus fréquentes sont une monosomie 7, une duplication du Ph et beaucoup

plus rarement une trisomie 8.
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I11-4- Description « moléculaire ».

Comme nous I’avons déja expliqué, lors de la translocation, il y a formation de deux
produits de recombinaison : le géne bcr-abl sur le chromosome Ph et le géne abl-ber sur le
chromosome 9q+. Que ce soit sur le chromosome Ph ou sur le chromosome 9q+ (son
réciproque), les génes bcr et c-abl fusionnent dans la méme orientation transcriptionnelle, le

cadre de lecture est conservé.

II1- 4- 1- Le proto-oncogéne c-abl. (figure 1, p : 28).

c-abl, localisé sur le chromosome 9 au niveau de la bande q34, comprend 12 exons et
s’étend sur 250 a 300 kb (66). 1l s’agit de ’homologue cellulaire de I’oncogéne viral, v-abl,
a I'origine de la leucémie murine d’Abelson sous la forme activée gag-abl. 1l semble jouer
un rdle particulier au niveau du développement des cellules hématopoiétiques. Apreés
transcription et épissage alternatif (des exons de type Ia et Ib chez ’homme, et, des exons
de type I et IV chez la souris), deux types d’ARN messagers (ARNm) ou transcrits sont
produits chez ’homme et chez la souris. Ces ARNm codent deux protéines de 145 kDa
(p145™) chacune, ne différant que dans leur partie N-terminale (Ib et Ia) et synthétisées

dans la plupart des tissus (67).
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Géne ber et ARNm.

région m-ber région M-ber
el ell l bl b2 b3 b4 bSl el7 €23
5,—::3—1/} i B -
elaell bl abs €17 ae23
ARNm [ s e J — p160°F

Geéne abl et ARNms, région de localisation
des points de cassure

Les transcrits aprés translocation t(9:22) (q34.q11).

b2 a2
S e
b3 a2
e —

el a2

cancritet L

Figure 1 : Représentation schématique des génes bcr, abl et des transcrits chimeéres b2a2,
b3a2 et ela2 résultant de la t(9;22) (q34;q11).
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1114-2- Le géne ber.(figure 1, p : 28)

Le géne bcr, localisé sur le chromosome 22 au niveau de la bande q11, comporte 23 exons
et s’étend sur environ 130 kb (28). La région promotrice de ce géne, riche en séquences
GC, contient des sites de fixation pour la protéine Spl et ne posséde pas de boite TATA
(68). Deux principaux types d’ARNm (de 4,5 et 6,7 kb) sont produits, ils ne différent que
dans leur partie non traduite. Le produit de traduction de ces ARNm est une protéine de

160 kDa (p160™”) exprimée dans de nombreux tissus (69).

1114-3- Le géne de fusion bcr-abl.

Au cours de la translocation, au sein du géne ab/, quelque soit le type de leucémie (LMC ou
LAL Pht), a de rares exceptions pres, les points de cassure se situent entre les exons 1 et 2,
au niveau du premier intron de 175 kb.

Au sein du géne bcr, dans la majorité des cas de LMC et dans environ 15 a 30% des cas de
LAL Pht, les points de cassure se situent au sein d’une région de 5,8 kb désignée sous le
nom de M-ber (pour « major breakpoint cluster region » (70-72). Cette région couvre les
exons 12, 13, 14, 15 et 16 du géne bcr (exons bl a b5 de M-bcr). L’analyse nucléotidique
de cette région a mis en évidence des séquences caractéristiques pouvant expliquer un fort
taux de recombinaison (73), comme une séquence Alu, une séquence riche en AT similaire
aux origines de réplication virale, des séquences de recombinaison des génes
d’immunoglobulines. Deux principaux types de transcrits sont produits : b2a2 (fusion de
’exon b2 de M-ber avec 1’exon 2 du géne c-abl) et b3a2 (fusion de I’exon b3 de M-ber avec

I’exon 2 de c-abl). Dans 5 a 10% des cas de LMC, on peut retrouver dans la méme cellule,
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ces deux types de transcrits (ARNms) chiméres. Ils comprennent toute la séquence codante
de c-abl a I'exception de I’exon 1. Ils traduisent une protéine de 210 kDa (p210*™*%).
(figure 1, p : 28). Des auteurs (74-76) ont décrit chez certains patients atteints de LMC des
transcrits chiméres « atypiques » incluant ’exon 3 du géne abl, a la place de I’exon 2,
fusionné avec I’exon b3 ou b2 du géne bcr. De trés rares cas de LMC présentent le transcrit
chimére ela2 (77), et plus rarement un transcrit chimére elaé (74). Dans tous les cas, ces
ARNm présentent un cadre de lecture, et peuvent donc traduire une protéine de fusion.
L’identification de ces différents types de transcrits inusuels a deux implications. La
premiére est que les protéines de fusion dérivant de ces transcrits, en dehors du fait qu’il
leur manque un nombre variable d’acides aminés, ont un pouvoir oncogéne. La deuxiéme
est que leur détection par la technique de RT-PCR dépend du choix des amorces
nucléotidiques.

Dans 70 a 85% des cas de LAL Ph+, les points de cassure de situent au sein du premier
intron du gene ber (78), région nommée « minor cluster region » ou m-ber. Seul le premier
exon du gene bcr participe a la translocation. Un seul type de transcrit chimere (7,5 kb) est
retrouvé : ela2 (fusion de ’exon 1 du géne bcr avec 'exon 2 du géne abl), il traduit une

protéine de 190 kDa (p190>“?"), (quelquefois encore appelée p185*"“) (figure 1, p : 28).

Il n’est pas certain que la transcription de bcr-abl ait lieu trés tot dans les cellules souches
hématopoiétiques (79, 80). La transcription de bcr-abl est controlée par une séquence
promotrice de bcr de 270 bp localisée en 5° de ber-abl (81, 82). Cette région est similaire a
celle située en 3’ de I’exon 1 du géne bcr incluant le site donneur d’épissage. Il est
également possible que les régions introniques de la région M-bcr régulent la transcription
en liant des suppresseurs qui agissent comme des « silencers » du promoteur du géne bcr

(83).
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IT1-5- Fonctions biologiques.

III-5-1- La protéine c-ABL (p145°).

Elle fait partie de la famille des tyrosines kinases, non-récepteurs de membrane et parmi

celles-ci, certaines ont une activité oncogéne potentielle (comme Src, Fps). (84)

III-5-1-a - Structure. (figure 2, p : 34)

De sa région N-terminale a sa région C-terminale, différents domaines peuvent étre
individualisés :
- La zone variable de myristylation est due aux exons 1 alternatifs de c-ABL. La protéine de
type Ib peut ce fixer aux membranes cellulaires par myristylation, la protéine de type Ia en
est incapable.
- Suivent ensuite trois régions d’homologie de Src désignées sous le nom de « src-homology
regions 2, 3 et 1 » (SH2, SH3 et SH1), ceci faisant de c-ABL une protéine de signalisation
intracellulaire.

Le domaine SH3, d’environ 60 acides aminés, reconnait des motifs riches
en proline (85). Il interagit de fagon constitutive avec des protéines possédant des motifs
cibles.

Le domaine SH2, d’environ 100 acides aminés, permet la reconnaissance
de motifs contenant une tyrosine phosphorylée (85).

Le domaine SH1 ou domaine tyrosine kinase (TK) est le siége de lactivité

majeure de c-ABL.
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- Le reste de la protéine, non retrouvée dans Src, présente sans doute une activité
spécifique.

- La protéine c-ABL a une localisation cytoplasmique ou nucléaire (86, 87). Sa localisation
nucléaire est possible grace a un signal de translocation nucléaire (NTS) (86), dont la
délétion entraine une séquestration cytoplasmique (88).

- La région pré-carboxy terminale contient un large site de fixation a I’ADN : domaine D-B
(pour « DNA binding ») (89).

- Les 162 derniers acides aminés de c-ABL permettent sa fixation sur des molécules d’actine
polymérisées, domaine A-B (pour « acting binding ») (84, 88). En fait, cette fixation n’a lieu
que lorsque la protéine est synthétisée en trés grande quantité. Il convient de remarquer

aussi que le domaine carboxy-terminal est trés riche en prolines (88).
La protéine ABL peut donc étre schématisée en deux régions, une zone NH2-terminale, en
partie similaire a Src, et une zone C-terminale essentielle a la localisation de la protéine au

niveau du cytosquelette ou de I’ADN.

ITI-5-1-b- Fonctions biologiques.

L’inactivation des génes par recombinaison homologue produit des mutants nuls par « perte
de fonction ». Le géne cible n’étant plus exprimé, ’observation des conséquences de la
mutation sur la souris transgénique permet d’appréhender les fonctions biologiques de la
protéine. Si une telle mutation affecte c-abl/, on constate la mort de souris homozygotes trés
rapidement aprés leur naissance. Une atrophie thymique et splénique est observée, ainsi

qu’une leucopénie (90). Des souris dont le géne abl/ posséde une mutation a I’origine d’une
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protéine tronquée dans sa partie C-terminale, mais avec une activité tyrosine kinase
conservée, présentent également une leucopénie et une mortalité néonatale (91). Le
domaine fixant I’ ADN et celui fixant I’actine participent a la fonction physiologique de c-
ABL. On ne sait que peu de choses sur I’action de c-ABL au niveau du cytosquelette. En
revanche, la fonction nucléaire de c-ABL est mieux cernée. Sa fixation a ’ADN suggére
que c-ABL joue un rdle dans la transcription, la réplication de I’ADN ou la régulation du
cycle cellulaire. Des travaux portant sur le role de c-ABL dans le cycle cellulaire ont montré
que celle-ci est hyperphosphorylée pendant la métaphase. Cette phosphorylation
correspond a la perte de son aptitude a fixer I’ADN (89). D’autres données indiquent que c-
ABL exerce un effet inhibiteur sur la croissance cellulaire (91). Au contraire, nous verrons

que la protéine de fusion agit comme un régulateur positif de la croissance.
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Figure 2 : Représentation schématique des protéines BCR, ABL, p210 %™ et p190 >*
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II1-5-2- La protéine BCR (p160°).
III-5-2-a- Structure (figure 2, p : 34).

Son analyse met en évidence différentes régions :

- La partie N-terminale de la protéine est entiérement codée par le premier exon du géne
bcr.

- Les acides aminés 1 a 63 définissent le domaine 1B et constituent une région indispensable
a lactivation de c-ABL dans la protéine hybride (88, 93). En outre, cette région est a
I’origine de réactions d’oligimérisation (94).

- Les acides aminés 176 a 242 caractérisent le domaine 2B qui posséde deux sites de liaison
aux domaines SH2 de certaines protéines (SH2-B pour SH2 « binding »). L’interaction
BCR/protéines & module SH2 se fait, soit par l’intermédiaire de sérines/thréonines
phosphorylées, soit, le plus s;)uvent, sur les tyrosines phosphorylées de SH2-B.

- Le domaine 2B chevauche une région sérine/thréonine kinase suivie d’une zone riche en
cystéines (95). L’activité sérine/thréonine kinase de BCR peut s’exercer, soit sur la protéine
elle-méme, soit sur des protéines substrats.

- Les paires de cystéine trouvées en aval de I’activité kinase sont importantes pour
I’activation de I’enzyme.

- La partie centrale de BCR présente des homologies avec les protéines Dbl a fonction de
facteur d’échange GDP-GTP pour cdc24. On ne retrouve cette région qu’au niveau de la
p210bcr-ab1'

- La région C-terminale de BCR, que I’on ne retrouve pas chez les protéines de fusion
BCR-ABL, posséde une fonction GAP (« GTPase-activating protein ») pour les protéines

Rac 1 et Rac 2 (96). Ces protéines appartiennent a la famille de p21™ impliquées dans
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I’organisation du cytosquelette. Les p217“"* favorisent la production d’oxygeéne actif dans
les polynucléaires neutrophiles et les macrophages « via » la chaine respiratoire dépendante

du NADP (97).

IT1-5-2-b- Fonctions biologiques.

Afin de préciser les fonctions de BCR, des mutants nuls ont été créés. Contrairement aux
souris abl -/-, les souris transgéniques homozygotes mutées dans bcr sont viables. Aucune
différence entre les phénotypes normaux et mutants n’est observée, notamment en ce qui
concerne le développement hématopoiétique de la fonction lymphoide (98). Cependant,
I'introduction d’endotoxines bactériennes, sous la forme de lipopolysaccharides, chez les
individus homozygotes mutés est a ’origine d’un choc anaphylactique. Ce phénomeéne est
di a une synthése exagérée de peroxydes d’hydrogene par les polynucléaires neutrophiles.
De plus, un taux élevé de protéine Rac sous-membranaire est retrouvé dans les cellules des
mutants nuls. On peut donc en déduire que BCR exerce un contrdle de I’équilibre Rac-

GTP/Rac-GDP au cours de I’activation des neutrophiles (99).

III-5-3- Les protéines de fusion p210*™* et p190>™".

IT1-5-3-a- Localisation.

Ces protéines peuvent étre détectées grice a des anticorps dirigés contre les parties amino-

terminale de BCR ou carboxy-terminale d’ABL par immunoprécipitation (100-102), par la

technique classique de Western blot (103-104) ou par immunocytochimie (80).
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Si la protéine BCR est cytoplasmique et la protéine c-ABL 4 la fois cytoplasmique et
nucléaire, les protéines hybrides ou de fusion p190*™¥ et p210*™** sont cytoplasmiques

(105), bien que le signal de translocation nucléaire d’ ABL soit conservé (87).

ITI-5-3-b-_Fonctions biologiques.

Comparées 4 la p145””, les deux protéines de fusion p210*™* et p190>~** possédent une
activité tyrosine kinase (TK) anormalement élevée, surtout « in vivo ». La protéine p190>"™

Obcr-abl et

“* posséde une activité tyrosine kinase (TK) plus élevée que celle de la p21
également une activité plus transformante (106, 107). De part leur activité, elles induisent
une augmentation de la prolifération cellulaire et seraient a I’origine du processus de

leucémogenése. La p190 >

est trés communément exprimée chez les enfants LAL Ph+ et
chez 50 a 76% des adultes LAL Ph+. Il est a noter qu’'un méme patient peut exprimer, de

maniére concomitante, la p190°"' et 1a p210*™* (25, 108, 109).

- Implication dans le phénoméne d’apoptose.

De part leurs activités biologiques, ces protéines de fusion inhibent 1’apoptose.

Des lignées hématopoiétiques exprimant BCR-ABL ont été traitées avec des
oligonucléotides antisens dirigés contre le géne de fusion bcr-abl (110, 111). Comparées a
des cellules témoins, ces cellules ont une croissance inhibée et prennent un aspect
apoptotique . Le géne de fusion bcr-abl pourrait donc bloquer ’apoptose (112, 113) via
Pactivité tyrosine kinase importante des protéines de fusion. L’utilisation d’un mutant bcr-
abl thermosensible a permis de préciser I’effet précoce de la production des protéines de

fusion dans les cellules Ba/F3 dont la croissance dépend normalement d’IL3 (114). En
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absence d’IL3, on observe dans un premier temps, la survie des cellules transfectées, puis,

dans un deuxiéme temps, leur prolifération (115).

- Implication dans la leucémogenese.

Les mécanismes moléculaires de transformation induits par le géne de fusion dcr-abl ont pu
étre étudiés grice a I’étude de I'effet transformant de v-abl, rétrovirus murin, résultat d’'une
expérience de recombinaison et obtenu aprés injection de rétrovirus Moloney sauvage a une
souris BALB/c (116). Au cours de cette recombinaison, les séquences gag du virus
Moloney sont fusionnées au geéne abl. Il est apparu trés t6t que les séquences GAG
pouvaient étre responsables de I’activation d’ABL.

Le virus de la leucémie murine d’Abelson est défectif, il ne posséde pas les protéines de
réplication pol, ni d’enveloppe env, mais il induit chez des souris transfecteés, des leucémies
pré-B et transforme « in vitro » les cellules lymphoides, myéloides et fibroblastiques.

« In vivo », les études concernant I'implication biologique des protéines de fusion dans la
LMC ont été réalisées selon deux types d’approches. Des souris irradiées et reconstituées a
partir de moelle osseuse infectée par un rétrovirus contenant la séquence du géne de fusion
bcr-abl développent des maladies de type LMC (117, 118). Jusqu'a présent, il n’a pas été
possible d’obtenir des souris transgéniques produisant la protéine p210>~*?. En revanche,
des souris transgéniques portant soit la construction bcr-v-abl, soit le géne ber-abl codant
la protéine a I’origine des LAL (p190>™“*) développent des lymphomes ou LA (119, 82).
La protéine hybride est donc bien a l'origine de la LMC ou des LAL Ph+ par des

mécanismes moléculaires que ’on commence a appréhender.
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I11-5-3-c- Corrélations entre la structure et les fonctions biologiques (figure 2, p :

34).

L’activation oncogénique ne provient pas d’un mécanisme de dérégulation transcriptionnelle
mais de la structure de la protéine hybride. BCR-ABL comprend la partie N-terminale de
BCR, notamment les domaines 1B et 2B, et la totalité de c-ABL, sauf 1a zone variable.
L’acquisition de l’activité transformante de BCR-ABL passe par la suppression de
mécanismes inhibiteurs et par I'activation de la fonction tyrosine kinase d’ABL. Cette

activation permettant alors la phosphorylation de nombreuses protéines substrats.

- Role des séquences de c-ABL.

Certaines mutations de 1’extrémité NH2-terminale de c-ABL entrainent I’acquisition d’une
capacité de transformation et s’accompagnent d’un changement de localisation de la
protéine du noyau vers le cytoplasme.

Sur le plan moléculaire, une comparaison entre les séquences des génes v-abl et c-abl a
permis de déterminer le réle crucial des domaines SH2 et SH3. Des expériences ont montré
que le domaine SH3 semble jouer un role de régulation négative, sa délétion entrainant
’acquisition d’une activité tyrosine kinase « in vivo » sans qu’il y ait transformation. Ce réle
négatif des séquences du domaine SH3 est également suggéré par leur absence dans v-abl/ a
la suite de la fusion gag-abl. Des arguments expérimentaux ont pu étre obtenus pour
confirmer ces hypothéses, en effet, un signal de myristylation est toujours présent au niveau
d’un résidu glycine de la protéine v-ABL, permettant ’ancrage de cette derniére a la

membrane cellulaire. En ’absence de myristylation, le pouvoir de transformation des
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fibroblastes NIH-3T3 par v-abl est altéré, en revanche ce mutant posséde toujours une
activité transformante sur une lignée lymphoblastoide pro-B (cellule Ba/F3). La protéine c-
ABL de type Ib ne posséde pas de signal de myristylation (67). De méme que I'étude de
ber-abl a montré que les protéines p210°™* et p190™™“* ne possédent pas de signal de
myristylation, elles transforment les cellules Ba/F3 et non pas les fibroblastes NIH-3T3
(120). Ces expériences suggérent que le mécanisme de transformation des fibroblastes NIH-
3T3 est différent de celui des cellules Ba/F3, I’'un nécessitant la fixation de la protéine
transformante a la membrane (v-ABL sur les NIH-3T3), I’autre non (BCR-ABL ou v-ABL
non myristylée sur les cellules Ba/F3) (121). Ainsi, la protéine de fusion BCR-ABL posséde
une activité transformante spécifique des cellules hématopoiétiques. Ces expériences ont
également établi que la localisation cellulaire de la protéine pouvait jouer un rdle capital
dans la transformation.

La possibilité de I’action inhibitrice des séquences SH3 au niveau de la protéine BCR-ABL
a conduit le groupe de Baltimore & découvrir une nouvelle protéine (3BP-1) qui se lie de
mani¢re spécifique sur la séquence SH3 de c-ABL (122). 1l y aurait donc existence d’un
mécanisme de trans -inhibition. Cette liaison pourrait étre responsable d’une levée
d’inhibition que ces séquences exercent normalement sur I’activité de la protéine BCR-
ABL, mais il n’existe actuellement aucune évidence expérimentale étayant cette hypothése.

L’activation de ABL par BCR passe, dans un premier temps, par la levée de ces inhibitions.

- Réle des séquences de BCR.

L’impossibilité d’identifier une anomalie sur la partie ab/ de la translocation a conduit a

penser que les séquences bcr pourraient jouer un role actif dans la transformation. Ainsi, des

expériences de mutagénése dirigées ont permis de montrer que le premier exon du géne bcr
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est indispensable a la transformation induite par bcr-abl dans le systéme de transformation
«invitro » utilisant la lignée Rat61 (123).

On a par ailleurs identifié une séquence dans BCR interagissant directement avec le domaine
SH2 de c-ABL et dont la délétion abolit I’activité transformante de BCR-ABL (124).

Le domaine 2B de BCR se lie au domaine SH2 d’ABL et constribue a la dérégulation de la
fonction tyrosine kinase (124). Cette fixation nécessite la phosphorylation de BCR sur des
résidus sérines ou thréonines et non sur une tyrosine.

Enfin, on a pu montrer que BCR-ABL se lie dans le cytoplasme aux filaments d’actine et
que les 63 premiers acides aminés de BCR sont indispensables pour cette liaison en
I’absence de laquelle la capacité transformante de bcr-abl est inhibée (125). Le domaine 1B
codé par le géne bcr est, en fait, a I'origine d’oligomérisation favorisant notamment la
formation de tétraméres BCR-ABL. La présence au sein du tétramére de quatre sites de
liaison a l’actine permet a la protéine de fusion d’avoir une grande affinité pour le
cytosquelette (88). Ces tétraméres BCR-ABL sont en grande partie fixés sur les filaments
d’actine, ce qui leur confére une localisation cytoplasmique diffuse. L’action oncogénique
de bcr-abl provient donc de I’activation de la fonction tyrosine kinase d’ABL au niveau
cytoplasmique.

La démonstration récente d’une interaction entre les protéines p210*"“* et p190*™** avec
le produit normal du géne bcr (p160™") a permis de penser que celui-ci pourrait participer
au phénoméne de transformation (126). En effet, BCR-ABL co-précipitent avec p160*” en
phosphorylant les résidus Tyr au niveau de la partie NH2-terminale de la protéine. Il y aura
alors formation de tétraméres BCR-ABL comme cités précédemment mais également
d’oligoméres BCR/BCR-ABL, favorisant ainsi 1’autophosphorylation de BCR-ABL ou la
transphophorylation de BCR. Le complexe BCR /BCR-ABL permet une modification de

BCR, i la fois sur le plan de la localisation et sur le plan biochimique. BCR incapable de se
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lier a I’actine, se retrouve au voisinage des filaments d’actine ou elle pourrait participer aux
phénoménes de transduction du signal. On sait, en effet, que la région carboxy-terminale de
la protéine BCR (qui est absente dans la protéine de fusion BCR-ABL) posséde une activité
GTPase (guanine triphosphatase activating protein ou GAP) pour p21™. Par ailleurs, la
protéine codée par son premier exon a une activité sérine-thréonine kinase et la partie
centrale de la molécule posséde une similitude de séquence modérée avec I’oncogéne db/ et
le produit du géne cdc24 de la levure. Le redéploiement de ces activités au niveau du
complexe BCR/BCR-ABL et actine, pourrait donc entrainer I’activation d’une voie de

transduction du signal dont la nature exacte reste a déterminer (123).

H1-5-3-d- Les protéines substrats de BCR-ABL.

Dans les cellules Ph+, de nombreuses protéines apparaissent phosphorylées alors qu’elles ne
le sont pas dans les cellules normales. La plupart de ces substrats potentiels possédent des
domaines SH2 ou SH3 caractéristiques des protéines impliquées dans les signaux de
transduction.

Le premier substrat de BCR-ABL est comme nous I’avons vu la protéine de fusion ou
hybride elle-méme ou la protéine BCR. Des protéines impliquées dans la voie mitogénique
de p21™ peuvent étre également des substrats de BCR-ABL. (comme Shc, des protéines
associées a Ras-GAP, la phosphatase Syp) (67). Des protéines exprimées spécifiquement
dans les cellules hématopoiétiques ont également été trouvées phosphorylées dans les
cellules Ph+, comme c-Fes, ainsi que le facteur Vav jouant un réle d’échange GDP-GTP
pour la p21™ . Divers autres substrats potentiels ont été identifiés, comme Crkl, Bap-1

(Bcr-associated protein) (67).
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Le réle de ces protéines phosphorylées est encore mal connu. Cependant, on peut supposer
que leur phosphorylation est a lorigine de désordres importants impliqués dans le
métabolisme cellulaire, notamment dans la transduction des signaux.

Des expériences ont permis de démontrer que la transformation induite par BCR-ABL fait
intervenir au moins deux voies différentes de signalisation et de transcription par Ras et
Myc.

Le role de Myc a pu étre suggéré par des observations indirectes connues de longue date.
En effet, dans les cellules transformées par v-abl, il existe une sélection biologique des
clones hyperexprimant Myc. De méme, les plasmocytomes de souris doubles transgéniques
abl et myc apparaissent plus rapidement que les souris transgéniques myc. Récemment, le
groupe de Witte a démontré le role direct de Myc dans la transformation induite par BCR-
ABL grace a expériences de co-transfert des génes bcr-abl et myc, soit sous forme sauvage,
soit sous forme « dominante négative ». Cette derniére forme de Myc est modifiée de telle
maniére qu’il est incapable de se dimériser avec Max et ne peut donc activer la transcription.
Dans le systéme de transformation de Rat-1, alors que 1’on observe une synergie trés nette
entre myc sauvage et v-abl, une diminution trés importante de I’effet transformant est
obtenue lorsque v-abl et myc dominant-négatif sont cotransférés dans les cellules au sein du
méme vecteur d’expression. (127).

Plus récemment, le role direct de p21™ comme voie de transduction essentielle dans la
transformation induite par BCR-ABL a été démontré. On sait actuellement que Pactivité des
protéines de la superfamille de Ras (Rho, Rac, Rab) est contrélée de maniére étroite par les
protéines de régulation qui ont la capacité de les faire alterner entre leurs formes actives et
inactives. Pour la famille Ras, la forme active, liée au GTP, est rapidement transformée en
une forme inactive grace a I’action catalysante d’une protéine ayant la capacité d’activer une

GTPase (GTPase activating protein ou GAP). Ras liée au GDP se trouve alors inactivée. La
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réactivation de Ras-GDP fait intervenir le remplacement du GDP par le GTP, possible grace
a I’action de « facteurs d’échange » (GEF ou « guanine nucleotide exchange factors). Le
proto-oncogéne ras peut étre activé de maniére constitutionnelle par des mutations » bien
connues. Le rdle joué par Ras dans la transduction du signal induite par BCR-ABL a été
cerné grice a la découverte d’un mutant ras dominant-négatif (Asn 17-H-ras) ayant une
affinité préférentielle pour le GDP. Cette molécule inhibe de maniére compétitive les GEF
permettant ainsi une augmentation intracytoplasmique du pool Ras-GDP . 1l a été établi que
Pexpression du géne ras dominant-négatif est suivie d’une abolition totale des voies de
transduction de signal induites par des récepteurs ou des oncogénes a activité tyrosine
kinase. De maniére trés significative, il a été démontré que la voie de transduction de Ras
est activée dans les cellules hématopoiétiques transformées par bcr-abl, activation régulée
par I’activité tyrosine kinase de BCR-ABL (128). Enfin, plus récemment un argument plus

Obcr-abl a

direct en faveur de I’interaction entre la voie d’activation de Ras et la protéine p21
pu étre obtenu par la démonstration d’une liaison de BCR-ABL a GRB-2 (growth factor
receptor binding protein), une petite molécule d’adaptation ayant un domaine SH2 et deux
domaines SH3 (129). Sa liaison avec BCR-ABL se fait de maniére extrémement spécifique
au niveau du domaine SH2 de BCR (tyrosine 177) et elle est indispensable a I’activation de
la voie de transduction de Ras dans les cellules exprimant BCR-ABL (118). Par ailleurs, la
mutation du résidu tyrosine 177 du BCR en phénylalanine entraine une inhibition de la
liaison avec GRB-2 et D’abolition de D’activité transformante de BCR-ABL (129). Si
I’engagement direct d’une protéine GEF entre p210°*"*’ li¢é au GRB-2 et la voie
d’activation de Ras n’est pas formellement démontré, il est établi que GRB-2 se lie par son
extrémité SH3 a un facteur d’échange de maniére constitutionnelle (comme Sos). Le

complexe GRB-2/Sos cytoplasmique migre a4 la membrane en cas d’activation d’un

récepteur a activité tyrosine kinase. Ainsi, dans les cellules transformées par bcr-abl, le



complexe BCR-ABL/GRB-2/Sos permettrait de transformer Ras-GDP (inactif) en Ras-GTP
avec, comme conséquence, I’activation permanente de la voie de transduction de Ras suivie
d’une hyperphosphorylation du produit du proto-oncogéne raf. D’autres molécules de
signalisation pourraient participer a ce complexe, comme la protéine Shc qui a par elle-
méme une activité transformante (130). Il est connu que la voie de la p21™ est une voie de
transduction du signal mitogénique activée par des facteurs de croissance hématopoiétiques.
Il a ét¢ montré que BCR-ABL exergait son pouvoir transformant principalement sur les
cellules lymphoides ou myéloides. Dans ce modéle, BCR-ABL simule un récepteur a
tyrosine kinase activé. Par I'intermédiaire d’adaptateurs comme GRB-2 ou Shc (85, 131),
BCR-ABL est capable d’activer la p21™. En se fondant sur ces hypothéses et en postulant
que BCR-ABL est située au niveau des filaments d’actine sous-membranaire et non sur
I’actine cytoplasmique, BCR-ABL pourrait étre a I’origine d’un signal mitogénique via la
cascade des MAP kinases. Cependant, s’il a bien été observé dans les cellules Ph+ un taux
élevé de Ras sous forme GTP, Iactivation des MAP kinases n’a pas été démontrée. Une
autre voie de signalisation issue de Ras-GTP semble donc devoir jouer un réle dans
I’apparition du phénotype transformé induit par BCR-ABL. Cette voie d’activation de Ras

0 ber-abl

ne semble pas étre' la seule possible car il est également établi que p21 est capable de
se lier a p120°* d’ou une diminution de I’activité de cette derniére conduisant également a
une augmentation du pool intracellulaire de Ras-GTP (132). L’inhibition de GAP par p210
ber-abl saccompagne de la phosphorylation de deux protéines associées au p120°%, p62 et
p190, qui pourraient jouer un role transformant direct (132). Cette hypothése reste a
démontrer expérimentalement.

Enfin le role de I’anti-oncogéne p53 dans la progression de la LMC fut soupconné de

longue date (133) avec notamment la démonstration d’anomalies comme des

réarrangements, des délétions ou des mutations lors des crises blastiques (environ 20% des
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cas). L’ensemble de ces modifications a pour conséquence une inactivation du géne p353
sauvage pouvant entrainer des modifications des mécanismes de contrfle que ce dernier

exerce sur le cycle cellulaire et la transcription.

I11-6- bcr-abl et phénotype des leucémies.

On ne sait pourquoi dans certaines circonstances BCR-ABL cause des LMC et dans
d’autres cas des LAL Ph+. Bien que la phase chronique de LMC soit préferentiellement

0%"“®L " quelques rares cas sont associés a I’expression de

associée a I’expression de p21
p190”7 (134, 135). Comment expliquer que les LAL Ph+ soient, quant 4 elles, associées a
I’expression de p190>“* ou de p210>™“¥ ? Ces différentes protéines BCR-ABL peuvent
donc déterminer différents types de leucémies. Ce fait est étayé par des expériences de

0% et p190*™“* dans des souris qui développent alors des leucémies

transfection de p21
chroniques ou aigués (117, 136-140).

Une cause possible du polymorphisme des leucémies relatives a BCR-ABL serait le type de
cellule cible impliquée dans la transformation. Dans les LMC, de nombreux travaux
suggerent que la transformation induite par BCR-ABL aurait lieu dans des cellules souches
hématopoiétiques pluripotentes (141). Des expériences de transfection de bcr-abl dans des
cellules hématopoiétiques immatures résultent en un développement d’une LMC ; quand
ces expériences de transfection ont lieu sur des cellules plus différenciées, on constate alors
le développement d’une hyperleucocytose transitoire (137). Toutefois, dans 20 a 50% des
cas de LAL Ph+, la transformation d’une cellule souche hématopoiétique pluripotente est
associée soit a 'expression de p210>™“” ou soit & celle de p190°™*" (142-144). Ces

résultats suggérent donc que le type de cellule cible impliquée dans la transformation ne

permet pas d’expliquer ’hétérogénéité des phénotypes des différentes leucémies induites.



La diversité phénotypique des différentes leucémies pourait-elle étre due a une différence
des taux d’expression de BCR-ABL ? Des résultats d’études comparant la transcription de
bcr-abl en phase chronique ou aigué de LMC et dans les LAL Ph+ ne sont pas concluants

(145, 146).

La relation qui pourrait exister entre le type de LAL Ph+ associée a I’expression de p210*”
“! et la phase transformée lymphoide de LMC fait toujours I’objet de beaucoup d’attention
(147, 148). 11 a été suggéré que la LAL Ph+ associée a I’expression de p210*™“* pourrait
étre une variante de LMC a partir d’une cellule souche pluripotente : elle se présenterait
alors comme une phase transformée lymphoide de LMC, aprés une phase chronique
silencieuse ou non diagnostiquée. En ce sens, les types de LAL Ph+ associées a I’expression
de p190*™“"  représenteraient alors des LAL «de novo », ayant pour origine des
progéniteurs cellulaires de la lignée lymphoide. (149, 150). Cette hétérogénéité entre ces
deux types de LAL ne pourrait cependant pas étre associée a un tableau clinique ou a des
réponses aux traitements différentes. En effet, prenant en compte différents parameétres
comme I’age, les degrés d’organomégalie, d’anémie, de leucocytose, de thrombopénie, le
type FAB, I’apparition d’anomalies caryotypiques supplémentaires, la réponse éventuelle a
un type de traitement ou pronostique, de nombreux auteurs n’ont pas trouvé de différences
entre ces deux types de LAL Ph+ (p190°“* ou p210*™%). De plus, les taux de rémission
compléte et de survie sont similaires (23, 25, 41, 151, 152). Quelques études controversées
suggérent que la localisation des différents points de cassure peut étre un facteur prédictif
d’une progression en phase aigué de la LMC. (153, 154). D’autres études suggérent que la

progression en phase aigué de la maladie peut étre due a différents niveaux de méthylation

de bcr-abl. (155).
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Une autre possibilité pouvant expliquer la diversité des leucémies développées serait die a
I’évolution d’anomalies génétiques supplémentaires autres que bcr-abl. Cette hypothése
implique que les événements initiaux dans la LMC et les LAL Ph+ soient similaires. La
durée de la phase chronique, variable dans la LMC et absente dans les LAL Ph+ et les
LAM, peut dépendre du développement d’anomalies génétiques supplémentaires. Des
changements génétiques et chromosomiques, impliquant des oncogénes et des anomalies
chromosomiques typiques des leucémies aigués, se développent dans des souris
transgéniques bcr-abl (156) et chez les patients en phase de transformation de la LMC vers
une phase aigué.(157-159). Quelques résultats cliniques confirment de maniére indirecte le
role de ces anomalies génétiques supplémentaires. Comment ces anomalies génétiques
additionnelles interviennent-elles dans la progression de la maladie ? La question n’est pas
encore résolue. Elles peuvent peut-étre affecter la dépendance par rapport aux facteurs de
croissances ou €tre corrélées a une résistance induite par des réactions du systéme
immunitaire « anti-leucémiques » (160-161).

Les taux de transcription de bcr-abl ou le type de réarrangement bcr-abl peuvent controler

ces anomalies génétiques additionnelles (17, 163, 164).

II1-7- Conclusion.

Plus de trois décades aprés la découverte du chromosome Philadelphie par Nowell et
Hungerdorf les connaissances sur la translocation t(9.22) (q34;q11) ont considérablement
progresseé.

Toutefois, plusieurs questions subsistent : quels sont les événements associés & ’apparition
de la protéine de fusion dans une cellule?, y-a-t-il une cellule cible exprimant

préférentiellement p210°7“¥ et différente de celle exprimant p190>™? 2, quel est le role
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des différents types de génes de fusion bcr-abl dans le phénotype de la leucémie ?, le géne
ber-abl est-il toujours fonctionnel ? Il semblerait que le géne bcr-abl, comme les autres
genes de fusion, apparaisse a n’importe quel stade du cycle cellulaire dans des cellules de la
moelle et du sang périphérique. Mais, seule la combinaison d’un géne de fusion correct dans
un progéniteur primitif hématopoiétique correct aurait un avantage sélectif, et dans ce sens,
le géne bcr-abl deviendrait fonctionnel. Le progéniteur hématopoiétique aurait alors la
capacité de pouvoir proliférer en un clone leucémique. De méme, comment expliquer que
certaines patients atteints de LMC possédent des cellules dont le géne bcr-abl ne s’exprime
pas?

En résumé, il est actuellement difficile d’établir un schéma définitif des voies de transduction
induites par bcr-abl. Cette transformation semble en tout cas €tre multifactorielle, utilisant
au moins deux voies principales de transduction du signal, faisant intervenir d’une part Ras
(et plus en aval Raf) et d’autre part Myc. Il est également clair que les séquences de BCR
jouent un réle actif dans la transformation, notamment en agissant au niveau des filaments
d’actine ou la protéine BCR est habituellement absente. L’inhibition de I’apoptose par les
cellules exprimant bcr-abl (165) pourrait favoriser la survenue de remaniements génétiques

secondaires en prolongeant la durée de vie de la cellule transformée.
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MATERIELS ET METHODES
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Dans le cadre des LMC et des LAL Ph+, le chromosome Ph, comme le géne de fusion bcr-
abl et les différents transcrits chimeres qui en découlent sont de bons marqueurs
spécifiques de la cellule maligne. En ce sens, ils représentent des cibles pour les techniques
de cytogénétique conventionnelle et de biologie moléculaire. Dans ce chapitre, nous
présentons les différentes techniques de cytogénétique et de biologie moléculaire que nous
avons développées afin de mettre en évidence la présence du chromosome Ph, du géne de
fusion bcr-abl et/ou les transcrits chimeéres qui en découlent, chez des patients atteints de

LMC ou de LAL Ph+.

I- Les techniques de cytogénétique conventionnelle.

Toute cette partie technique a été réalisée par le Dr. JL. Lai et son équipe au sein du
service de cytogénétique du Pr. de Martinville.

Les cellules sanguines ou médullaires sont cultivées « in vitro » pendant 24 a 48 heures dans
du milieu RPMI complété avec 20 % de sérum de veau foetal, puis bloquées au stade
métaphasique grace a l'utilisation de colchicine a 0,09 g/ml. La suspension cellulaire est
ensuite soumise a un choc hypotonique (KCl 0,3% ; citrate de Na (2H,0) 0,5%) pendant 20
min, puis fixée dans une solution de méthanol et d’acide acétique dans les proportions 3/1 (-
20°C) et étalée sur lames flambées. Aprés dénaturation et coloration au Giemsa, les
chromosomes métaphasiques sont photographiés, découpés et classés selon la nomencalture
du systéme international (ISCN, 1995) (166). Pour qu’un caryotype soit fiable, dans le
cadre d’un suivi de maladie résiduelle, il faut interpétrer entre 20 et 50 cellules

métaphasiques.
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II- Les techniques de biologie moléculaire.

I1-1- La technique de Southern.

Cette technique permet une étude des réarrangements ayant lieu au niveau du géne bcr (plus
particuliérement au niveau de la région M-bcr).

Le principe de cette technique est la détection de fragments ADN, dont la séquence
nucléotidique est connue, a I’aide d’une sonde nucléotidique marquée par un radioélément
(le plus souvent du **P) complémentaire de cette séquence d’ADN. Le choix des sondes

nucléotidiques d’hybridation utilisées est crucial pour ce type de technique.

1I-1-1- Présentation des différentes sondes utilisées (figures 3a et 3b, p :

56).

II-1-1-a- Sondes couvrant la région M-bcr.

Pour explorer la région M-bcr, nous disposons de 2 sondes : ber-1 et ber-3 (Onco-Sciences,
USA).

La sonde ber-1, fragment Hind 111 - Bgl 11 de I’intron 3 de la région M-bcr, détecte 90% des
réarrangements de la région M-bcr, elle n’explore pas la partie 5° de cette région (figure 3a,
p : 56). Apres une digestion enzymatique de I’ADN génomique par les endonucléases de
restriction Bgl I1, Bam HI et Hind 111, 'hybridation de I’ADN digéré avec cette sonde peut

mettre en évidence des fragments de 5 ; 3,3 et 4,5 kb respectivement.
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La sonde bcr-3, juxtaposition de 2 fragments Hind III- Hind III, couvre I’ensemble de la
région M-bcr. (figure 3a, p : 56). Aprés une digestion enzymatique de I’ADN génomique
par I’endonucléase de restriction Bg/ II, I’hybridation de I’ADN digéré avec cette sonde

peut mettre en évidence des fragments de 1,1 ; 2, 3 et 4,8 kb respectivement.

II-1-1-b- Sondes couvrant la région m-ber.

Les travaux réalisés par Chen S.J. et al. (167), Berger R. et al. (168), Heisterkamp N. et
al.(169) ont montré que les réarrangements au sein du premier intron du géne bcr (région
m-bcr) sont divisées en deux zones, toutes deux localisées en 3’ de cet intron.

La premiére zone nommée m-bcr2 peut-étre explorée par une sonde : bbl (fragment Bam
HI - Bam HI de 1,1 kb) (figure 3b p : 56). Aprés une digestion enzymatique de I’ADN
génomique par les endonucléases de restriction Eco Rl, Hind 111 et Bgl 11 et hybridation de
cet ADN digéré avec la sonde, on peut observer un premier profil de restriction avec des
fragments a 8,5 ; 13 et 9, 3 kb respectivement. Un deuxiéme profil de restriction avec des
fragments a 11 ; 12,5 et 8,5 kb peut étre également observé aprés une digestion
enzymatique de I’ADN génomique par les endonucléases de restriction Eco Rl, Hind 111 et
Bgl 11 respectivement.

La seconde zone, m-bcr3, peut-étre explorée par une sonde : bb2 (fragment Bam HI - Bam
HI de 0,9 kb) et une sonde : bb 3 (fragment Eco RI - Knp de 0,9 kb) (figure 3b, p : 56).
Aprés une digestion enzyatique de I’ ADN génomique par les endonucléases de restriction
Eco R, Hind 111 et Bgl 11 et hybridation de cet ADN digéré avec la sonde bb2, on peut

observer des fragments de 16,5 ; 1,6 et 1,1 kb respectivement.
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Aprés une digestion enzymatique de I’ADN génomique par I’endonucléase de restriction
Bam HI et hybridation de cet ADN digéré avec la sonde bb3, on peut observer un fragment

de 3,7 kb

I1-1-2- Présentation des principales étapes de cette technique.

Les molécules ’ADN génomique sont extraites a partir de culots cellulaires mononucléées
ou medullaires grice a la méthode classique : protéinase K - sarcosyl - phénol (170). Aprés
extraction, I’ADN est repris par 1 ml d’une solution TE 1X (Tris 10 mM ; ED.T.A. 1 mM ;

pH 8,3) et, est ensuite dosé par spectrophotométrie UV a 366 nm.

10 ug d’ADN génomique sont ensuite digérés par 100 a 150 unités d’endonucléases de
restriction. 4 endonucléases de restriction sont utilisées : Bam HI, Bgl 11, Hind 11l et Eco
RI. Aprés 2 heures de digestion (volume de réaction au maximum de 15 ul), PADN
génomique est précipité (2,5 V d’éthanol a 100%, -20°C et 1/10™ V d’acétate

d’ammonium 2M), lavé (éthanol a 70%, -20°C) et repris par 30 ul d’une solution de TE 1X.

Aprés une migration électrophorétique en gel d’agarose a 0,8% (P/V), sous une tension de
30V constante pendant 14 heures, les fragments d’ADN génomiques digérés sont transférés
sur une membrane de nitrocellulose. Préalablement, le gel d’agarose a été placé dans une
solution de dénaturation (NaOH 0,2 N ; NaCl 0,6 M) pendant 30 min, puis dans une
solution de neutralisation (Tris-HCl 0,5 M, pH 7,5 ; NaCl 1,5 M) pendant 30 min. Le
transfert a lieu pendant une nuit dans une solution de SSC 6X (SSC 20X : NaCl 3M ;
Citrate trisodique 0,3 M). L’ADN est ensuite fixé a la membrane par chauffage a4 80°C

pendant 2 heures.
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La membrane est ensuite incubée dans un tampon de pré-hybridation (Formamide désionisé

50% ; solution de Denhart 0,1% (solution de Denhart 100 X : ficoll 2% ;
polyvinylpyrrolidone 2%; sérum albumie bovine 2%) ; SSPE 5X (solution de SSPE 20 X :
NaCl 3,6 M ; NaH,P0, 0,2 M ; EDTA 0,002 M, pH 8,3) ; sulfate de dextran 5% ; SDS 1X ;
ADN dénaturé de sperme de saumon a 200 pg/ml) pendant 1 heure a 42°C sous agitation.
La sonde marquée au [0-°P] dCTP (utilisation du «kit : rediprime DNA labelling
system », Amersham, Allemagne) et dénaturée (soude 0,3 N) est ensuite ajoutée (environ
1.107 cpm). L’hybridation a lieu 4 42°C pendant 1 nuit. La sonde en excés ou retenue de
mani€re non spécifique est éliminée par ringage de la membrane : 1 ringage de S mn dans du
SSC 2X a température ambiante suivi de 4 ringages de 5 mn dans du SSC 0,1 X - SDS
0,1% dont 2 a température ambiante et 2 a 65°C. La membrane est ensuite analysée grice a

un PhosphorImager : 445 SI (Molecular Dynamics, USA).
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Figure 3a : Carte de restriction de la région M-bcr du gene bcr (Bg : site de restriction Bg/ 11, H

: site de restriction Hind 111, B : site de restriction Bam HI) et position des sondes bcer-1 et ber-3.
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Figure 3b : Carte de restriction du premier intron du géne bcr (E : site de restriction Eco RI) et

position des sondes bb1, bb2 et bb3.
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I1-2- La technique d’hybridation «in situ » en fluorescence ou FISH

(« fluorescence in situ hybridization »).

Toute cette partie technique a été réalisée avec ’aide du Dr. V. Soenen au sein du service
d’Hématologie A de I’hOpital Calmette, dirigé par le Pr A. Cosson, CHRU, Lille.

Cette technique est basée sur ’appariement au sein du noyau, d’une ou de plusieurs
séquence(s) d’ADN (correspondant a un ou plusieurs génes) avec une ou plusieurs sonde(s)
nucléotidiques complémentaires par leur séquence a cette ou ces séquence(s) d’ADN
étudiée(s). Cette ou ces sonde(s) est ou sont marquée(s) en 5’ directement ou
indirectement par des fluorochromes.

La localisation, au niveau des génes bcr et abl, des sondes utilisées (Vysis, USA) est

schématisée figure 4, p 58.
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Figure 4 : Localisation sur les génes bcr et abl des sondes utilisées (Vysis, USA) au cours de la

technique d’hybridation « in situ » en fluorescence (FISH)
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II-3- Les techniques d’amplification génique ou PCR (« polymerase
chain reaction ») couplées a une technique de transcription inverse (RT-

PCR).

Dans le cadre des LMC et des LAL Ph+, ’amplification génique ou PCR est pratiquement
toujours réalisée a partir des transcrits chiméres. Pour ce faire, I’ARN est converti en ADN

complémentaire (ADNCc) par transcription inverse ou retrotranscription (RT), ADNCc cible.

11-3-1- Préparation des culots cellulaires.

La préparation de culots cellulaires est effectuée a partir de prélévements de sang ou de
moelle réalisés au diagnostic et a différents stades de la maladie (avant, pendant et aprés
traitements). Il s’agit d’isoler les leucocytes.

Dans un premier temps on ajoute aux différents types de prélévements un tampon de lyse
(NH,4C1 250 mM). Le tout est mélangé délicatement par retournements successifs, suivis de
plusieurs centrifugations (10 min & 3000 t/min). Il s’agit d’éliminer pricipalement les
hématies, plus particuliérement I’hémoglobine. Aprés avoir éliminer le surnageant, le culot
cellulaire est repris dans un tampon de lavage (Na,HPO,, 2H,0 250 mM ; NaH,P0, 2H,0
250mM ; NaCl 130 mM ; EDTA 5 mM, pH 8 ; 4°C). Afin d’évaluer le nombre de
leucocytes contenus au sein du culot cellulaire, aprés une centrifugation (10 min a 3000
t/min) et I’élimination du surnageant, le culot cellulaire est repris de nouveau par du tampon
de lavage. Le nombre de leucocytes est calculé grice au passage du mélange dans un

automate : le Coulter STKR (Coultrenics, USA). Le tout est ensuite aliquoté en fonction
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d’un nombre de cellules désiré dans des tubes Eppendorf. Les culots cellulaires sont stockés

a sec, a -80°C.

I1-3-2- Extraction des ARN cellulaires totaux.

Les molécules d’ARN étant facilement dégradables, en prévention, tout le protocole
technique s’effectue a 4°C, les réactifs utilisés sont stockés a cette méme température et les
tubes Eppendorf sont traités au diéthyl pyrocarbonate (DEPC), exempts de toute activité
ribonucléasique.

L’extraction des ARN cellulaires totaux est réalisée a partir des culots cellulaires grice a la
technique au RNAzol™B (Bioprobe Systems, France) selon la méthode mise au point par
Chomczynski et Sacchi (171). Les culots d’ARN cellulaires totaux secs obtenus sont repris
dans un petit volume (12 ul) d’eau DEPC. Pour prévenir leur dégradation, les culots d’ARN

cellulaires totaux sont stockés a -80°C.

On peut apprécier la qualité de I’extraction des ARN cellulaires totaux aprés une
électrophorése en gel d’agarose a 0,8 % (P/V) « coloré » au Bromure d’Ethidium (BET, a
0,5 pg/ml). 3ul /12ul du volume total, mélangés a 5 ul de BB¢ (bleu de bromophénol a
0,25%, saccharose a 40%) et 2 ul d’H,0 mQ sont déposés dans chaque puits du gel
d’agarose a 0,8 %. Au cours de la migration électrophorétique, les différents fragments
d’ARN se séparent en fonction de leur taille (en paires de bases ou pb) et de leur charges
électriques. La migration se fait sous une tension de 80 V constante et grice au tampon de
migration TBE 1X (TBE 10X : Tris 135 mM, acide borique 45 mM, EDTA 2,5 mM, pH

8,3 ). La révélation des bandes d’ARN cellulaires totaux se fait sous UV (a 366 nm), grice
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a la visualisation des molécules de BET fluorescentes s’intercalant entre les bases

nucléotidiques des fragments d’ARN.

11-3-3- Transcription inverse ou « retrotranscription » (RT).

La transcription inverse ou « retrotransription » (RT), réalisée a partir des culots d’ARN
totaux, permet I’obtention d’ADN complémentaires (ADNc) conformes par leur séquence
nucléotidique aux transcrits chiméres étudiés. Ceci est rendu possible grace a I’emploi de
I’amorce AbI-RT (Bioprobe systems, France) complémentaire d’une partie de la séquence
nucléotidique de I’exon 2 du géne abl (figure 5, p : 62) et, de 'enzyme M-MLV ( pour
«Moloney Murin Leukemia Virus», Gibco BRL, USA), transcriptase inverse ou

« retrotranscriptase ».

2ui du cuict &’ARN cellulaiics totaux sont mélangés dans un tube Eppendorf & une
solution contenant du Tris-HCl 50 mM, pH 8,3 ; du KCl 40 mM ; du MgCl, 6 mM; du
dithiothréitol (DTT) 1 mM ; de la sérum albumine bovine (BSA) Img/ml ; des
désoxyribonucléotides triphosphates (INTP) 2,5 mM et 7,5 pmol de I’amorce AbI-RT
(figure 5, p : 64). Le volume final réactionnel est de 10 ul. Aprés avoir placé le tube
Eppendorf & 70°C pendant 5 minutes dans I’appareil Trio-thermoblock (Biometra,
Allemagne) ou Progene (Techne, Angleterre), cette étape permettant I’appariement des
amorces et le « dépelotonnage » des ARNm, on ajoute immédiatement 200 unités de M-
MLYV. L’échantillon est ensuite placé 1 h a 37°C, selon les recommandations du fabricant
(Gibco BRL, Angleterre).

Comme témoin négatif de cette réaction nous remplagons I’ARN par de I’'H,0 mQ.
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AbI-RT : 5’~-AACGAAAAGGTTGGGGTC-3’

AbI3 : 5°-TTCCCCATTGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAGC-3’
Al : 5’-TCACTGGGTCCAGCGAGAAGGTTTTCCTTGGAGTT-3’
A2 : 5’-CTCAGACCCTGAGGCTCAAAGTCAGATGCTA-3’
A3 : 5-CGAGCCGGGCCTGAGCCGGGCCCGGACCGA-3’
A4 : 5-TTTATGGGGCAGCAGCCTGGAAAAGTACTTGGG-3’
B1 : 5-AGCATGGCCTTCAGGGTGCACAGCCGCAACGGCAA-3’
B2 : 5’-GTTCCTGATCTCCTCTGACTATGAGCGTGCA-3’
BS : 5’-CAAGACCGGGAGATCCCCTGGGGCCCAAC-3’

A4
A3 —
Exon 1 abl Exon 2 abl
— —
Al AbI-RT
B1 B2
—_—
Exon b2 bcr | Exonbl bcry Exon 2 abl Exon 3 abl
— — —] —
A2 Al Abl-RT AbI3
BS ——
Exon 1 abl Exon 2 abl
— — —
A2 Al ADbI-RT

Figure 5 : Séquences oligonucléotidiques et localisation des différentes amorces
employées lors de la PCR (B1/Abl3), de la « nested » PCR (A1/B1 et A2/B2), de la « semi-
nested » PCR (A1/BS et A2/BS5) et de la PCR (A1,A3,A4) couplées a une transcription inverse
(AbI-RT).
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I11-3-4-Détection des transcrits b3a3.

Une réaction de PCR, de 35 cycles d’amplification, est réalisée grace au couple d’amorces
B1/Abl3. L’amorce B1 est complémentaire d’une partie de la séquence nucléotidique de
I’exon b2 du géne ber (figure 5, p - 62). L’amorce Abl3 est complémentaire d’une partie de

la séquence nucléotidique de I’exon 3 du géne abl (figure S, p : 62).

1ul d’ADNc est mélangé, dans un tube Eppendorf, a une solution contenant du Tris-HCI 20
mM, pH 8,6 ; du MgCl; 1,5 mM ; du KCl 50 mM ; 0,25 unités de Taq polymerase
(Stratagene USA ou Appligene, France) et 15 pmol de chaque amorce (B1/Abl3). Le
volume final réactionnel est de 10 pl. Au dessus de chaque mélange réactionnel, on ajoute
15 pl d’huile minérale (Sigma, USA). Aprés une étape de dénaturation a 94°C (5 min), une
étape d’appariement et délongation a 72°C (4 min), 34 cycles d’amplification comprenant
une étape de dénaturation a 94°C (1min), une étape d’appariement et d’élongation a 72°C
(3 min) sont réalisés. La réaction d’amplification se termine par une étape d’élongation a
72°C (10 min).

La taille des fragments d’ ADN amplifiés, B1Abl3, attendue est de 507 paires de base (pb).

Comme témoin négatif de la réaction de PCR, nous utilisons les échantillons d’H20 mQ

« retrotranscrits » par I’amorce Abl-RT.
Comme témoin positif de la réaction de PCR, nous réalisons de maniére concomitante, a
partir des mémes échantillons, une autre réaction de PCR, avec, cette fois-ci, les amorces

Al, A3 et A4 (Bioprobe, France) (figure 5, p : 62). L’amorce Al est complémentaire d’une
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partie de la séquence nucléotidique de I’exon 2 du géne abl (figure 5, p : 62). Les amorces
A3 et A4 sont complémentaires respectivement d’une partie de la séquence nucléotidique de
’exon Ia ou Ib du géne abl. (figure 5, p : 62).

Les conditions de réalisation de cette réaction de PCR Al, A3, A4 sont identiques a celles
utilisées pour la réaction de PCR (B1/ABI3).

La taille des fragments d’ADN amplifiées attendue est de 235 pb (A1/A3) et de 251 pb

(A1/A4) respectivement.

1I- 3 -5- Détection des transcrits b2a2, b3a2 (« nested »-PCR).

Deux réactions de PCR, de 35 cycles d’amplification, sont réalisées successivement grace a
deux couples d’amorces : A1/B1 et A2/B2 (Bioprobre systems, France). Les amorces Al et
A2 sont complémentaires d’une partie de la séquence nucléotidique de I’exon 2 du géne abl/
(figure 5, p : 62). Les amorces B1 et B2 sont complémentaires de différentes parties de la

séquence nucléotidique de ’exon b2 du géne bcr (figure 5, p : 62).

1 ul d’ADNc est mélangé, dans un tube Eppendorf, a une solution contenant du Tris-HCI
20 mM, pH 8,6 ; du MgCl; 1,5 mM ; du KCl 50 mM ; 0,25 unités de Taq polymerase
(Stratagene, USA ou Appligene, France) et 15 pmol de chaque amorce (A1/Bl). Le
volume final réactionnel est de 10 ul. Au dessus de chaque mélange réactionnel, on ajoute
15 ul d’huile minérale (Sigma, USA). Aprés une étape de dénaturation a 94°C (5 min), une
étape d’appariement et d’élongation a 72°C (4 min), 34 cycles d’amplification comprenant
une étape de dénaturation a 94°C (1 min), une étape d’appariement et d’élongation a 72°C

(3 min) sont réalisés. La réaction d’amplification se termine par une étape d’élongation a



72°C (10 min). La taille des fragments d’ADN amplifiés, A1/B1, attendue est de 392 pb ou

de 317 pb, tailles correspondant respectivement aux transcrits chiméres b3a2 et b2a2.

Pour réaliser la deuxiéme réaction de PCR (A2/B2), 1 ul des produits d’amplification
obtenus au premier tour (A1/Bl) est mélangé, dans un tube Eppendorf, & une solution
contenant du Tris-HCI 20 mM, pH 8,6 ; du MgCl, 1,5 mM ; du KCl 50 mM ; 0,2 mM de
dNTP ; 0,25 unités de Taq polymerase (Stratagene, USA ou Appligene, France) et 15 pmol
de chaque amorce (A2/B2). Le volume final réactionnel est de 10 pl. Au dessus de chaque
mélange réactionnel, on ajoute 15 pl d’huile minérale (Sigma, USA). Le programme
d’amplification est identique a celui utilis¢é au cours de la premiére réaction de PCR
(A1/B1).

La taille des fragments d’ADN amplifiés, A2B2, attendue est de

Les témoins positifs et négatifs utilisés sont identiques a ceux utilisés au cours de la

technique de PCR (B1/ABI3 : détection des transcrits b3a3).

11-3-6- Détection des transcrits ela2 (« semi-nested »-PCR).

Deux réactions de PCR, de 35 cycles chacune, sont réalisées succesivement grice aux
couples d’amorces A1/B5 et A2/B5 (Bioprobe systems, France). Les amorces Al et A2
sont complémentaires d’une partie de la séquence nucléotidique de I’exon 2 du géne abl.
L’amorce B5 est complémentaire d’une partie de la séquence nucléotidique de ’exon el du
gene ber. (figure 5, p : 62)

Les conditions de réalisation de cette technique de « semi-nested » PCR sont identiques a

celles utilisées pour la détection des transcrits b2a2, b3a2.
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La taille des fragments d’ADN amplifiés attendue, aprés la premiére étape ou le premier
tour, grice au couple d’amorces A1/BS est de 156 pb. La taille des fragments d’ADN
amplifiés attendue, aprés la deuxiéme étape ou le deuxiéme tour, grace au couple d’amorces
A2/BS est de 105 pb.

Les témoins positifs et négatifs utilisés sont identiques a ceux utilisés au cours de la

technique de « nested » PCR (détection des transcrits b2a2, b3a2).

Les appareils utilisés pour la technique de RT et les différents types de PCR sont le Trio-

thermoblock (Biometra, Allemagne) ou le Progene (Techne, Angleterre).

11-3-7- Analyse des différents produits d’amplification.

La vérification de la qualité de chaque réaction de PCR s’effectue aprés une électrophorése
des produits amplifiés en gel d’agarose a 2% (P/V) « coloré » au BET. 7 ul/10 ul du
volume réactionnel final mélangés a 5 pl de BB® sont déposés dans chaque puits du gel
d’agarose. La migration se fait sous une tension de 80 V constante et grice au tampon de
migration TBE 1X. La révélation des bandes d’ADN amplifiés se fait sous UV ( a 366 nm),

grice a la visualisation des molécules de BET fluorescentes.

11-3-8- Les problémes de contamination.

Pour minimiser les problémes de contamination, plusieurs précautions sont prises : 1)
réalisation dans des piéces séparées de la réaction d’extraction des ARN cellulaires totaux,
de la réaction de PCR et de I’analyse des produits amplifiés, 2) stockage dans des piéces

différentes des réactifs utilisés, ceux-ci sont aliquotés, 3) utilisation d’un jeu de pipettes par
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type de réaction, avec ’emploi d’embouts contenant du papier filtre, 4) Lavages réguliers

des pipettes, des paillasses a 'HC] 0,1 N et passages des pipettes sous UV ( & 366 nm).

I1-4- La technique de RT-PCR compétitive (figures 6 et 7,p: 70

et 81 respectivement).

Notre modéle est basé sur celui développé par le Dr. B. Grandchamp (172, 173). 1l est
utilisé pour une étude quantitative de la maladie résiduelle chez des patients atteints de LAL
Ph+, donc une étude quantitative des transcrits correspondant a 1’alléle normal du géne ab/
et des transcrits chimeres ela2 .

Il s’agit d’estimer les quantités respectives de transcrits chiméres étudiés apreés
coamplification par la technique de PCR, dans un méme tube Eppendorf, des ADNc
correspondant aux transcrits étudiés et d’'un standard interne, dont la quantité est connue

avant et aprés coamplification

I14-1- Préparation du standard interne de coamplification.

Le standard interne de coamplification est une séquence d’ADN double brin, identique par
sa séquence nucléotidique au transcrit chimére ela2.

Au sein de cette séquence d’ADN double brin, il existe une délétion nucléotidique de 8 pb
présente au niveau de la séquence nucléotidique de ’exon 2 du géne abl. Cette séquence

d’ ADN double brin est clonée dans un vecteur plasmidique : le pBluescript II SK +/-.
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I1-4-1-a- Préparation des culots cellulaires.

Cette préparation est réalisée a partir de prélévements de sang ou de moelle réalisés, au
diagnostic, chez deux patients atteints de LAL Ph+ (n°® 519, sang et 1053, moelle) et un
patient atteint de LMC (n° 984, sang). Toutes les étapes opératoires sont identiques a celles
décrites au chapitre précédent (Chap. I1-3-1-, pp : 59-60)

L’utilisation d’échantillons préparés a partir de prélévements du patient atteint de LMC,
nous permet d’affirmer la spécificité de chaque réaction. Ils servent de témoins négatifs,

comme I’H,0 mQ.

II-4-1-b- Extraction des ARN cellulaires totaux.

Elie est réalisée a partir des culots cellulaires. La technique utilisée est la technique au
RNAzol™B (Bioprobe Systems, France). Les conditions et les étapes opératoires sont

identiques a celle décrites au chapitre précédent (chap. II-3-2-, pp : 60-61).

II-4-1-c- _Amplifications géniques grace aux couples d’amorces : 3S/AbIE et

Berl/3AS.

A partir de 2 ul d’ARN cellulaires totaux, deux types de transcriptions inverses sont
réalisées conjointement grace a I’utilisation des amorces AbIE et 3AS (Bioprobe systems,
France) respectivement (figure 6, p : 70).

L’amorce AbIE est complémentaire d’une partie de la séquence nucléotidique de I’exon 3

du geéne abl (figure 6, p : 70). L’amorce 3AS est complémentaire d’une partic de la
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séquence nucléotidique de ’exon 2 du geéne abl. 1l est a noter qu’au sein de la séquence
nucléotidique de I’amorce 3AS, il existe une zone de délétion de 8 pb. (figures 6, p : 70).
Les conditions et les étapes préparatoires de cette technique sont identiques a celles

décrites chapitre .

Les ADNc produits servent de matrice pour deux réactions de PCR sont réalisées,
conjointement, grice a deux couples d’amorces : Bcr1/3AS (utilisation des ADNc
« retrotranscrits » grace & ’amorce 3AS) d’une part, et 3S/AbIE (utilisation des ADNc
« retrotranscrits » grace a I’amorce AbIE) (Bioprobre systems, france) d’autre part (figure
6, p 70).

L’amorce Berl est complémentaire d’une partie de la séquence de I’exon 1 du géne bcr.
L’amorce AbIE est complémentaire d’une partie de la séquence nucléotidique de ’exon 3
du gene abl. Les amorces 3S, 3AS sont complémentaires de différentes parties de la
séquence nucléotidique de I’exon 2 du géne abl .L’amorce 3S, comme I’amorce 3AS
posséde au sein de sa séquence nucléotidique une zone de délétion de 8 pb. L’amorce 3S est

complémentaire de ’amorce 3AS. (figure 6, p : 70)

Les conditions opératoires sont identiques pour les deux réactions de PCR.
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Bam H1 > CTGG
5’ AAGCCGCT
BcerAl 3° TTCGGCGAGA

Berl

CCCTCGCAGA ACTCGCAACA GTCCTTCGAC AGCAGCAGTC CCCCCACGCC
GGGAGCGTCT TGAGCGTTGT CAGGAAGCTG TCGTCGTCAG GGGGGTGCGG

GCAGTGCCAT AAGCGGCACC GGCACTGCCC GGTTGTCGTG TCCGAGGCCA
CGTCACGGTA TTCGCCGTGG CCGTGACGGG CCAACAGCAC AGGCTCCGGT

CCATCGTGGG CGTCCGCAAG ACCGGGCAGA TCTGGCCCAA CGATGGCGAG
GGTAGCACCC GCAGGCGTTC TGGCCCGTCT AGACCGGGTT GCTACCGCTC

exon 1 bcre 1— , exon 2 abl Abl2

v
GGCGCCTTCC ATGGAGACGC AGHMAGCCCTT CAGCGGCCAG TAGCATCTGA
CCGCGGAAGG TACCTCTGCG TCTTCGGGAA GTCGCCGGTC ATCGTAGACT

3AS
Zone de délétion

CTTTGAGCCT CAGGGTCTGA TCGTTGGAACT CCAAGGAAAA
GAAACTCGGA GTCCCAGACT G AGCAACCTTGA GGTTCCTTIT

S

»r

CCTTCTCGCT GGACCCAGTG AAAATGACCC CAACCTITTITC GTTGCACTGT
GGAAGAGCGA CCTGGGTCAC TTITACTGGG GTTGGAAAAG CAACGTGACA

‘—E exon 3 abl
ATGATTTTGT GGCCAGTGGA GATAACACTC TAAGCATAAC TAAAGGTGAA
TACTAAAACA CCGGTCACCT CTATTGTGAG ATTCGTATTG ATTTCCACTT

AAGCTCCGGG TCTTAGGCTA TAATCACAAT GGGGAATGGT GTGAACGGGTT 3’
TTFGAGGCCC AGAATCCGAT ATTAGTGTTA CCC;C TTACCACACTIGCCCAA ¥

GGC
AbI3 AbIE / |
Eco R1
BerAl
Berl_—5—° AbI2__, __3AS
el ber e2 abl e3 abl
— [ S—

3S “ AbI3 AbIE
Figure 6 : Localisation et séquences nucléotidiques des différentes amorces employées lors de la

technique de PCR compétitive couplée a une technique de trancription inverse.
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3 ul d’ADNCc, obtenus aprés transcription inverse des transcrits par I’amorce 3AS ou par
Pamorce AbIE, sont mélangés, dans un tube Eppendorf, a une solution contenant du Tris-
HCl1 20 mM, pH 86 ; du MgCI2 1,5 mM ; du Kcl 50 mM ; des dNTP 0,25 mM ; 4 unités de
Taq polymerase (Appligene, France) et 30 pmol de chaque amorce. Le volume réactionnel
est de 100 pl. 15 pl d’huile minérale sont ajoutés au dessus de chaque mélange réactionnel
(Sigma, USA). Aprés une étape de dénaturation a 94°C (5 min), 30 cycles d’amplification
comprenant une étape de dénaturation a 94°C (1 min), une étape d’appariement a 56°C (1
min) et une étape d’élongation a 72°C (2 min) sont réalisés. La réaction d’amplification se
termine par une étape d’élongation a 72°C (7 min).

La taille des fragments d’ADN amplifiés, Bcr1/3AS, attendue est de 244 pb.

La taille des fragments d’ ADN amplifiés, 3S/AbIE, attendue est de 187pb.

Les appareils utilisés pour ces deux types de PCR sont le Trio-thermoblock (Biometra,

Allemagne) ou le Progene (Techne, Angleterre).

La vérification de la qualité de chaque réaction de PCR s’effectue aprés une électrophorese
des produits amplifiés en gel d’agarose a 2% (P/V) « coloré » au BET et analyse des
fragments d’ADN amplifiés sous UV ( a 366 nm) grace a la visualisation des molécules de
BET. 10 pul/100 pl du volume réactionnel final sont mélangés a 5 pl de BB et déposés dans
chaque puits du gel d’agarose a 2%. La migration se fait sous une tension de 80V constant

et grice au tampon de migration TBE 1X.

Une purification des fragments d’ADN amplifiés (Bcrl1/3AS ou 3SAbIE) est ensuite réalisée
directement 4 partir du mélange réactionnel de PCR, grice a la méthode Centricon

(Amicon, USA). 50 ul d’échantillons/100 pl du volume total de la réaction de PCR sont
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purifiés par cette méthode. Aprés purification, précipitation des fragments d’ ADN amplifiés
par 2,5 V d’éthanol a 100% (stocké & -20°C) et 1/10°™ V d’acétate d’ammonium 2M et
centrifugation (30 min a 15 300 t/min, 4°C), les culots sont lavés par 200 pl d’éthanol a
70% (stocké a 20°C) (élimination des sels). Aprés une nouvelle étape de centrifugation, les

culots sont repris dans 20 ul d’H20 mQ.

II-4-1-d- Réaction de PCR grice au couple d’amorces Bcrl/AbIE sur ces

fragments d’ADN amplifiés (Bcr1/3AS et 3S/AbIE) et purifiés.

Dans un méme tube Eppendorf sont placés 4 pl des fragments d’ADN amplifiés par les deux
couples d’amorces Bcrl/3AS et 3S/ALIE respectivement, on y ajoute une solution
contenant du Tris-HCl 20 mM, pH 8,6 ; du MgCl, 1,5 mM ; du KCl 50 mM ; des dINTP
0,25 mM ; 4 unités de la Taq polymerase (Appligéne, France). 15 ul d’huile minérale
(Sigma, USA) sont ajoutés au dessus de chaque mélange réactionnel. Aprés une étape de
dénaturation a 94°C (3 min), une étape d’appariement a 56°C (2 min), 5 cycles
d’amplification comprenant une étape de dénaturation a 94°C (1 min), une étape
d’appariement & 56°C (1 min) et une étape d’élongation a 72°C (2 min) sont réalisés. 30
pmol de chaque amorce Bcerl et AbIE sont ajoutés dans chaque tube de réaction de PCR
respectivement. Le volume final réactionnel est de 100 pl. Aprés une étape de dénaturation
4 94°C (5min), 25 cycles d’amplification comprenant une étape de dénaturation a 94°C (1
min), une étape d’appariement 4 56°C (1 min) et une étape d’élongation a 72°C (2 min) sont
réalisés. La réaction d’amplification se termine par une étape d’élongation a 72°C (7 min).

La taille des fragments d’ADN amplifiés, Bcr1/AbIE, attendue est de 399 pb.
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L’analyse des différents fragments d’ADN amplifiés s’effectue aprés une électrophorése en
gel d’agarose a 1,8 % (P/V) « coloré » au BET et une révélation des molécules de BET
sous UV (a 366 nm). 10 pl / 100 pl du volume total de la réaction de PCR sont mélangés a
5 ul de BB¢ et déposés dans chaque puits du gel d’agarose. La migration s’effectue sous
‘une tension constante de 80 V et grace au tampon de migration TBE 1X.

les fragments d’ADN amplifiés (Bcrl/AbIE) sont ensuite purifiés directement a partir du

mélange réactionnel de PCR (Bcrl/AbIE) grace a la méthode Centricon (Amicon, USA).

I1-4-1-e- Ligature des fragments d’ADN amplifiés et purifiés de 399 pb

(Bcr1/AbIE) dans un vecteur plasmidique pBluescript II SK +/- (2961 pb).

Les endonucléases de restriction choisies sont Eco R1 et Bam H1. Ces enzymes générent
des extrémités, de préférence cohésives, complémentaires entre le vecteur plasmidique
(pBluescript II SK +/-, 2961 bp) et l'insert (fragment d’ADN double brin de 399 pb,
Bcr1/AbIE). L’amorce Berl permet la constitution du site de restriction Bam H1, I’amorce

ABLE le site de restriction endonucléasique Eco R1 (figure 6, p 71).

On effectue la digestion d’environ 3 pmol d’insert (1 pg) pour lpmol de vecteur
plasmidique (3 pg), avec 10 unités de chaque endonucléase de restriction/ ug d’ADN
double brin. Le volume total de la réaction est au maximum de 15 pl. La réaction s’effectue
2 heures a 37°C, selon les conditions indiquées par le fabricant (Boehringer Mannheim,

Allemagne).

La vérification des produits de digestion est possible aprés une électrophorese en gel

d’agarose a 0,8% (P/V) (pour les fragments du vecteur plasmidique digérés) ou a 1,8%
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(P/V) (pour les fragments d’ADN double brin amplifiés) « colorés » au BET. La totalité
des produits de digestion mélangée a 5 pl de BB¢ est déposée dans chaque puits du gel
d’agarose. La migration s’effectue sous une tension constante de 80 V et grice au tampon
de migration TBE 1X. La visualisation des bandes d’ADN digéré est possible aprés une
révélation sous UV ( a 366 nm) des molécules de BET.

Comme témoin de digestion, 1 pmol du vecteur plamidique non digéré est déposé sur le

méme gel d’agarose, au cours de la méme électrophorése.

Une étape de purification des différents fragments ’ADN double brin digérés s’effectue
directement aprés électrophorése a partir du gel d’agarose a 0,8 % (P/V) ou a 1,8 % (P/V)

grice a la méthode Geneclean II*Kit (BIO 101 Inc., USA).

La ligature d’environ 3 pmol d’inserts pour environ 1 pmol de vecteur plasmidique est
posssible grace a 2 unités d’ADN « ligase » T4 (Gibco BRL, USA). Le volume réactionnel
est au maximum de 25 pl. La réaction s’effectue pendant une nuit & 16°C selon les

instructions du fabricant (Gibco BRL, USA).

Le résultat de la réalisation successive de ces différentes étapes est I’obtention du
standard interne de coamplification, fragment d’ADN double brin de 399 pb
(Bcr1/AbIE), identique par sa séquence nucléotidique au transcrit chimére ela2. Au
sein de cette séquence d’ADN double brin, il existe une délétion de 8 pb présente au
sein de la séquence nucléotidique de ’exon 2 du géne abl. Ce fragment d’ADN double

brin est cloné dans un vecteur plasmidique pBluescript II SK +/-.
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I1-4-1-f- Amplification du standard interne de coamplification par transformation

bactérienne.

La souche bactérienne utilisée pour réaliser cette étape est la souche d’E.coli JM109
(endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17(r;y’, my’), relAl, supE44, A-, A(lac-proAB), F’,
traD36, proAB, lac’ZA M15). les caractéristiques de cette souche sont les suivantes :

* déficience en activité B-galactosidase suite a des délétions dans la copie génomique et
épisomale du géne JacZ. La copie épisomale est délétée de la région correspondant au
peptide-a.. L’introduction dans cette souche d’un plasmide exprimant le peptide-a permet la
restauration de I’activité B-galactosidase par a-complémentation. Le vecteur plasmidique
pBluescript II SK +/- porte ces caractéristiques.

Le phénoméne de restauration de P'activité B-galactosidase peut étre visualisé grace a
I'utilisation d’un substrat chromogéne: le X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranoside, Sigma, USA) qui donne une coloration bleue aprés catalyse. Ceci permet
la sélection rapide des clones recombinés aprés leur étalement sur des boites de Pétri
contenant du milieu LB ( milieu Luria-Bertani : extrait sec de leuvure 5g/l ; peptone 10 g/l ;
NaCl 86 mM, pH 7,5 ; additionné d’ampicilline 50 ug/ml) gélosé (15 g d’agar-DIFCO/1 de
milieu LB ; pH 7), de I'inducteur IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyanoside, Sigma, USA)
et du substrat X-gal. Les bactéries contenant le plasmide d’origine vont donner des colonies
de couleur bleue, alors que les bactéries contenant le plasmide recombiné dont le peptide-a
a été inactivé, suite au clonage d’un insert dans les sites de clonage multiples, vont donner
des colonies de couleur blanche.

* la présence de I’épisome F’

*1a déficience en systéme de restriction et de recombinaison d’E.coli
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Avant I’étape de transformation bactérienne, les bactéries sont rendues « compétentes », La
technique utilisée est celle décrite par Cohen S.N. et al. (174). Elle consiste en un traitement
au chlorure de calcium froid, suivi de chocs thermiques, ce qui crée un état de
« compétence » transitoire (une fragilisation, une perméabilisation de la membrane
bactérienne) permettant ainsi la pénétration d’ADN dans la bactérie. Les bactéries sont
mises en culture dans 30 ml de milieu LB, sous agitation a 37°C. Lorsque la turbidité,
mesure de 1’absorbance a 580 nm, est d’environ 0,5, cette culture bactérienne est
centrifugée a 6 000-8 000 t/min pedant 10 min a 4°C. Aprés I’élimination du surnageant, les
bactéries sont lavées dans 20 ml de CaCl, 100 mM (placé préalablement dans de la glace et
stérile). Elles sont ensuite reprises, aprés une centrifugation, par le méme volume de CaCl,
100 mM et laissées dans de la glace pendant 20 min. Les bactéries sont centrifugées une

derni¢re fois et mises en suspension dans 0,75 ml de CaCl, 100 mM.

Un aliquote de 0,1 ml des bactéries devenues « compétentes » est mis en contact avec le
plamide recombiné (le standard interne de coamplification). Ce mélange subit une
succession de 5 chocs thermiques de 30 sec chacun (37°C/0°C), puis est placé 20 min dans

de la glace.

Les bactéries transformées sont ensuite mises en culture dans 1 ml de milieu LB, 45 min
sous agitation a 37°C, puis sont étalées sur du milieu LB gélosé, additionné d’ampicilline 50
pug/ml et/ou d’IPTG 0,5 mM et de X-gal 40 ug/ml. Aprés étalement, les boites sont
incubées dans une étuve a 37°C, toute une nuit.

Comme témoin de la transformation on emploie du plasmide sans insert.
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Les clones bactériens contenant le standard interne de coamplification sont identifiés aprés
une double digestion enzymatique (EcoR1, BamH]1), a la suite d’une minipréparation de
standards internes de coamplification. Chaque clone, parmi ceux sélectionnés (résistance a
I’ampicilline et/ou couleur blanche), est ensemencé dans 10 ml de milieu LB additionné
d’ampicilline 50 pg/ml, puis est mis en culture, sous agitation a 37°C, toute une nuit. Les
bactéries sont ensuite centrifugées & 6 000-8 000 t/min, 10 min, puis sont soumises a une
lyse alcaline. Le culot de bactéries est repris par 200 pl de tampon TNE (Tris-HC] 10 mM,
pH 8 ; NaCl 100 mM ; EDTA 1 mM) auquel on ajoute 200 ul d’un mélange contenant du
phénol/chloroforme/alcool isoamylique (dans les proportions 25/24/1). Aprés avoir
mélanger vigoureusement le tout (vortex), on le centrifuge 4 12 000 t/min, 5 min, 4°C.
L’ADN se trouve alors au niveau de la phase aqueuse (la phase supérieure). On récuppére
cette phase aqueuse (contenant I’ADN), on y ajoute 2,5 V d’éthanol a 100% (a -20°C) et
1/10™ V d’acétate d’ammonium 2M. Cette étape permet la précipitation de I’ADN. Aprés
une centrifugation (12 000 t/min, 10 min, 4°C) et I’élimination du surnageant, le culot
d’ADN est lavé grace a 700 pl d’éthanol a 70% (-20°C). Cette étape permet 1’élimination
des sels. Aprés une nouvelle étape de centrifugation et I’élimination du surnageant, le culot

d’ADN, aprés avoir été séché rapidement sous vide, est dissous dans 50 ul d’H,O mQ.

L’ADN (correspondant normalement au standard interne de coamplification) est alors clivé
par les endonucléases de restriction EcoR1 et BamH1. En paralléle, sont réalisées une
double digestion enzymatique EcoR1 et BamH]1 et deux digestions enzymatiques simples
EcoR1 ou BamH]1. Une comparaison des résultats obtenus aprés une électrophorése en gel

d’agarose a 0,8% (P/V) est réalisée avec le plasmide témoin non digéré.
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Les clones de bactéries recombinées, identifiés comme étant ceux portant le standard interne
de coamplification, sont alors utilisés pour, d’une part effectuer de grandes préparations de
standard interne de coamplification, et, d’autre paﬁ sont conservés a -20°C dans du milieu
riche 2XTY+ mc (extrait sec de levure 10 g/l ; tryptone 18 g/l ; NaCl 86 mM ; extrait de

viande 8¢g/l contenant 50% de glycérol ; ampicilline 50 ug/ml).

A partir de ces clones de bactéries recombinées, une purification des plasmides (standard
interne de coamplification) en grande quantité est possible aprés utilisation du « Qiagen
plamid kit » (Qiagen, USA). Le principe de cette technique est une lyse alcaline des
bactéries suivie d’une purification des plasmides par chromatographie échangeuse d’anions.
On récuppére les plasmides (standard interne de coamplification) sous leur forme
superenroulée. Aprés un séchage rapide sous vide des culots d’ADN et I’évaluation de la
quantité de plasmides par une mesure de 1’absorbance a 260 nm, ceux-ci (standards internes
de coamplification) sont repris dans un volume approprié d’H,0 mQ sous une épaisse
couche d’huile minérale (Sigma, USA) et stockés a 4°C.

Comme le stockage des standards interne de coamplification s’effectue a 4°C, il y a un

risque certain de dégradation, donc une vérification réguliére de leur « état » est nécessaire.

II-4-1-g- Vérification de la présence de la délétion de 8 pb : étape de séquencage.

Cette étape est réalisée grace au « Sequenase Version 2.0, DNA Sequencing Kit » (USB,
USA). On utilise les amorces AbI-RT (15 pmol/ul) et Berl (15 pmol/ul), d’aprés la
méthode décrite par Sanger F. et al. (175).

La visualisation des séquences est possible aprés une électrophorése en gel dénaturant (urée

600 mM) a 6% d’acrylamide/bis-acrylamide (19:1) de 3 pul de chaque échantillon et une
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autoradiographie (utilisation au cours de la réaction de séquence d’[a—>°S]dATP). La
migration s’effectue sous une puissance constante de 85 W et grace au tampon de migration

TBE 1X (TBE 10X : Tris 2 M ; acide borique 2 M ; EDTA 40 mM).

I1I4-2-Présentation des différentes réactions de PCR, chacune couplée a
une étape de transcription inverse (figures 6 et 7, p : 70 et 81

respectivement).

I1-4-2-a- Préparation des culots cellulaires a partir de prélévements de sang ou de

moelle.

Les prélévements de sang ou de moelle sont réalisés sur des patients (adultes ou enfants)
atteints de LAL Ph+, a différents stades de la maladie (au diagnostic, en cours de traitement,
en cours de remussion hematoiogique et/ou cytogénétique, en cours de rechute..). Les
conditions et les différentes étapes opératoires de cette préparation sont identiques a celles

décrites au chapitre précédent (Chap. II-3-1-, pp : 59-60).

I1-4-2-b-Les deux types d’amplification gérique : Abl2-Abl3 et BcrAl-Abl3.

Aprés extraction des ARN cellulaires totaux, (les conditions et les différentes étapes
opératoires de cette extraction sont identiques a celles décrites au chapitre : ), une étape de
transcription inverse est réalisée a partir des culots d’ARN cellulaires totaux. Elle permet
I'obtention d’ADNc conformes par leur séquences nucléotidiques aux transcrits chiméres

ela2 correspondant au géne de fusion dcr-abl et aux trancrits correspondant au gene abl.
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L’amorce utilisée AbIE (Bioprobe systems, France) est spécifique d’une partie de la

séquence nucléotidique de 'exon 3 du géne abl. (figure 6, p : 71)

Les conditions et étapes opératoires de cette étape de transcription inverse sont identiques a
celles décrites dans le chapitre : .

On obtient ainsi des ADNc conformes par leur séquence nucléotidique aux transcrits
chimeéres ela2 correspondant aux génes de fusion bcr-abl et aux transcrits correspondant au

géne abl.

Le probléme de cette étape est qu’il est difficilement possible d’évaluer le rendement

d’efficacité de la réaction de transcription inverse.

80



Prélevements de sang ou de moelle

l Etape de préparation des culots cellulaires

Culots cellulaires
l Etape d’extraction des ARN cellulaires totaux
Culots d’ARN cellulaires totaux

l Etape de transcription inverse (RT)

ADN complémentaires (ADNCc)

Dans un ler tube Dans un 2nd tube
ler type de coamplification 2éme type de coamplification

(AbI2-AbI3) (BcrAl- Abl3)
Amplification des transcrits Amplification des transcrits
correspodant a I’alléle normal d’abl et ela2, ainsi qu’une gamme de
des transcrits ela2, ainsi qu’une gamme de standard interne
standard interne (de 5 a 5.10° moléc./ul).

(de 5.10% 2 5.107 moléc./ul).

Figure 7 : Récapitulatif des différentes étapes de la technique de RT-PCR compétitive.
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Deux types d’amplification sont conjointement réalisées.

La premiére est réalisée avec le couple d’amorces Abl2-Abl 3 (Bioprobe systems, france).
L’amorce AbI2 est spécifique d’une partie de la séquence nucléotidique de ’exon 2 du géne
abl. L’amorce AbI3 est quant a elle spécifique d’une partie de la séquence nucléotidique de
I’exon 3 du geéne abl. Grace a I'utilisation du couple d’amorces Abl2-Abl3, on amplifie les
transcrits chiméres ela2 correspondant a P’expression des génes bcr-abl, les transcrits
correspondant au géne abl et/ou une gamme étalon, en quantités connues, de standards
internes de coamplification (de 5.10° molécules/ul a 5.10” molécules/pl). (figures 6 et 7, pp

: 70 et 81 respectivement)

La deuxiéme est réalisée avec le couple d’amorces BcrA1-Abl3 (Bioprobe systems, france).
P’amorce BcrAl est spécifique d’une partie de la séquence nucléotidique de I’exon 1 du
géne bcr. Grace au couple d’amorces BcrAl-Abl3 on amplifie les transcrits chiméres ela2
correspondant a ’expression des génes bcr-abl et/ou une gamme étalon, de quantités
connues, de standards internes de coamplification (de 5 molécules/pl a 10* molécules/pl).

(figures 6 et 7, pp : 70 et 81 respectivement)

L’amorce Abl3, commune aux deux types de réaction de PCR, est marquée en 5’ par une

molécule de fluorochrome (Bioprobe systems, France).
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- L’amplification Abl2-Abl3.

Coamplification (PCR compétitive et quantitative).

2 ul ’ADNc ou 2 ul d’H,0 mQ et 1 pl de standard (5.10° 4 5.10” molécules/ul) sont
mélangés, dans un tube Eppendorf, a une solution contenant du Tris-HC] 20 mM, pH 8,6 ;
du MgClL, 1,5 mM ; du KCI 50 mM ; des dNTP 0,05 mM ; 0,5 unités de Taq polymerase
(Appligene, France) et 7,5 pmol de chaque amorce. Le volume réactionnel final est de 50 pl.
15 pl d’huile minérale (Sigma, France) sont déposés au dessus de chaque mélange
réactionnel. Aprés une étape de dénaturation a 94°C (10 min), 35 cycles d’amplification
comprenant une étape de dénaturation & 94°C (1 min), une étape d’appariement a 67°C (1
min) et une étape d’élongation & 72°C (2 min) sont réalisés. La réaction d’amplification se
termine par une réaction d’élongation a 72°C (10 min). Les réactions d *amplification sont
réalisées sur I’appareil Trio-thermoblock (Biometra, Allemagne) ou le Progene (Techne,
Angleterre).

La taille des fragments d’ADN amplifiés attendue est de 212 pb (pour le transcrit) et de 204

pb (pour le standard).

Amplification simple (controles de la qualité de la réaction de PCR et de la réaction de
transcription inverse).

2 ul d’ADNc 2 pl d’H20 mQ ou 1 pl de standard (5.10* molécules/il) sont mélangés, dans

un tube Eppendorf, a une solution contenant du Tris-HCl 20 mM, pH 8,6 ; du MgCl, 1,5
mM ; du KCI 50 mM ; des dNTP 0,05 mM ; 0,5 unités de Taq polymerase (Appligéne,
France) et 7,5 pmol de chaque amorce. Le volume réactionnel est de 50 pl. 15 pl d’huile
minérale (Sigma, france) sont déposés au dessus de chaque mélange réactionnel. Les étapes

suivantes sont identiques a celles réalisées lors de la coamplification.
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La taille des fragments d’ADN amplifiés attendue est de 212 pb (pour le transcrit) et de 204

pb (pour le standard).

- L’amplification BcrAl-Abl3.

Coamplification. (PCR compétitive et quantitative).

2 pl d’ADNc ou 2 pl d’H20 mQ et 1 pl de standard (5 a 5.10* molécules/ul) sont mélangés,

dans un tube Eppendorf, a une solution contenant du Tris-HCl 20 mM, pH 8,6 ; du MgCl,
1,5 mM ; du KCl 50 mM ; des dNTP 0,05 mM ; 0,5 unités de Taq polymerase (Appligéne,
France) et 7,5 pmol de chaque amorce. Le volume réactionnel final est de 50 ul. 15 pl
d’huile minérale (Sigma, France) sont déposés au dessus de chaque mélange réactionnel.

Aprés une étape de dénaturation a 94°C (10 min), 48 cycles d’amplification comprenant une

étape de dénaturation a 94°C (1 min), une étape d’appariement a 68°C (1 min) et une étape
d’élongation a 72°C (2 min) sont réalisés. La réaction d’amplification se termine par une
réaction d’élongation a 72°C (10 min).

La taille des fragments d’ADN amplifiés attendue est de 378 pb (pour le transcrit) et de 370

pb (pour le standard).

Amplification simple (contrbles de la qualité de la réaction de PCR et de la réaction de
transcription inverse).

2 pl d’ADNc ou 2 pl d’H20 mQ ou 1 pl de standard (5.10* molécules/ul) sont mélangés,

dans un tube Eppendorf, a une solution contenant du Tris-HCI 20 mM, pH 8,6 ; du MgCl,
1,5mM ; du KCl 50 mM ; des dNTP 0,05 mM ; 0,5 unités de Taq polymerase (Appligene,

France) et 7,5 pmol de chaque amorce. Le volume réactionnel final est de SO pl. 15 pl
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d’huile minérale (Sigma, France) sont déposés au dessus de chaque mélange réactionnel.
Les étapes suivantes sont identiques a celles réalisées lors de la coamplification.
La taille des fragments d’ADN amplifiés attendue est de 378 pb (pour le transcrit) et de

370 pb (pour le standard).

II-4-2-c- Le rendement d’amplification.

Il est a noter que le rendement d’amplification, au cours des différents types de PCR
compétitive, est certainement identique pour le standard interne de coamplification et
I’ ADNc (le transcrit étudi€), ceci pour deux principales raisons. La premiére est qu’au cours
d’une méme réaction de PCR compétitive, nous utilisons le méme couple d’amorces pour le
standard interne et ’ADNc. La deuxiéme est que la petite délétion de 8 pb au sein de la
séquence nucléotidique du standard interne de coamplification ne peut entrainer un

dééiquilibre.

II-4-2-d- Les problémes de contamination.

Pour chaque type de réactions de PCR, afin de palier a I’obtention toujours possible de
résultats faussement positifs ou faussement négatifs, différents types de contrdle sont
réalisés : comme témoin « négatif » ou de « non-contamination », on utilise de 1’eau mQ ou
une quantité fixe  ARNm (pas de transcription inverse) ; comme témoin « positif », on
utilise une quantité fixe et connue de standard interne de coamplification (5.10°
molécules/ul). Cette précaution nous permet, également, de juger de la qualité de la réaction
de transcription inverse. Le stockage et la préparation des culots cellulaires, des culots

d’ARN cellulaires totaux (-80°C), des culots d’ADNc (4°C), des réactifs de la réaction de
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PCR, du standard interne de coamplification (4°C), des produits d’amplification (&
température ambiante) se font dans des endroits spécifiques et différents. Concernant plus
particuliécrement la réaction de PCR compétitive, la préparation des « mix » de PCR, leur
répartition dans plusieurs tubes Eppendorf, ainsi que le dépdt des ADNc et d’une couche
d’huile recouvrant le tout sont réalisés sous une hotte stérile (a ﬂux laminaires verticaux)
dans une piéce, différente de celle utilisée pour le dépot dans chacun de ces mélanges, a
travers le couche d’huile, du standard interne de coamplification ou de I’'H,0 mQ.

La préparation de la gamme étalon, de quantités connues de standard, se fait également dans

cette derniére piéce.

II-4-2-e- Analyse des différents produits d’amplification.

Cette analyse est possible

soit, aprés une électrophorése en gel d’agarose a 3 % (P/V) « coloré » au BET (0.5 ug/ml).

10ul d’échantillons /50ul total de la réaction de PCR mélangés a 3ul de BB¢ sont déposés
dans chaque puits du gel d’agarose a 3%. La migration se fait sous une tension de 80 V
constante et grace au tampon de migration TBE 1X. La révélation des fragments d’ADN

amplifiés se fait sous UV (a 366 nm) grice a la révélation des molécules de BET.

ou soit, grace a l'utilisation du « 373 DNA sequencer , Applied Biosystems » (_Perkin

Eimer, USA), aprés une électrophorése en gel dénaturant (urée 600 mM) a 6%
d’acrylamide/bis-acrylamide (19:1) et I’analyse des fragments d’ADN amplifiés grace a
I’utilisation du programme informatique « Genescan 672». (figure 8, p : 89)

La délétion de 8 pb au sein de la séquence nucléotidique du standard interne de

coamplification permet de distinguer les fragments d’ADN amplifiés correspondant aux



transcrits étudiés et ceux, plus courts de 8 bp, correspondant au standard interne de
coamplification.

Pour que ce type d’analyse soit possible, une attention technique particuliére doit étre
apportée concernant :

- la préparation des échantillons avant leur dép6t sur le gel de polyacrylamide.

Aux 4 pl d’échantillons/50ul total la réaction de PCR sont ajoutés 0,5 ul de NaOH (100
mM), 3ul d’une solution d’acide éthylénediamine tétraacétique (EDTA) (50 mM, pH
8)/formamide (100%, désionisée) a la proportion 1/5 et 0,5 pl d’un marqueur de taille : le
Genescan-2500™ ROX (Perkin Elmer,USA). Ce mélange est ensuite placé a 94°C, 4 min,
puis trés vite a 4°C (ceci afin d’éviter la renaturation).

- la préparation du gel dénaturant (urée 600 mM) a 6% d’acrylamide/bis-acrylamide (19:1).
L’urée et le mélange d’acrylamide/bis-acrylamide sont dissous dans 24 ml d’H20 mQ. On
ajoute a cette solution 1 g de résine échangeuse d’ions. On laisse le tout en contact sous
agitation pendant 5 min. On filtre la solution sous vide, on y ajoute 8 ml d’une solution de
TBE et on compléte le tout par de 'H,0 mQ, qsp 80 ml. On filtre de nouveau la solution
sous vide. On y ajoute les catalyseurs de polymérisation: 600 ul de Peroxidisulfate
d’ammonium (NH,),S,0s et 60 ul de TEMED (N,N,N’,N’-Tétra-méthyl ethylénediamine).

Il est important de ne pas utiliser d’alcool, de détergents agressifs, ni de gants pour le
nettoyage et 1’assemblage des plaques avant de couler le gel de polyacrylamide, car il y a
risque de fluorescence parasite. Pour les mémes raisons, il est également nécessaire de ne

pas rayer les plaques avant leur montage.

Les conditions de migration sont :
- pour le 1¥ type de réaction de PCR, couple d’amorces Abl2-Abl3 : 24 puits, 4 pl de

chaque échantillon par puits, 6 h, 100 V constants, tampon de migration TBE 1X.
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- pour le 2™ type de réactions de PCR , couple d’amorces BcrA1-Abl3 : 24 puits, 4 pl de
chaque échantillon par puits, 12 h, 800 V constants, tampon de migration TBE 1X.
L’analyse des résultats s’effectue au cours de la migration par électrophorése en gel
d’acrylamide, un systéme alliant un faisceau laser et le programme informatique « Genescan
672 » permet de détecter chaque molécule de fluorochrome fixée en 5° de I’amorce Abi3.
Une mesure de I'intensité de fluorescence est donc possible, elle correspond soit a la
quantité initiale inconnue des transcrits étudiés, soit a la quantité initiale connue du standard
interne de coamplification. On peut ainsi connaitre, au point d’équivalence de ces deux
types d’intensité de fluorescence, le nombre initial de molécules de transcrits étudiés
présents dans chaque culot cellulaire par rapport au nombre de molécules de standard
interne de coamplification (figure 8, p : 89).

Sachant que le premier type de coamplification (Abl2-Abl3) permet I’amplification des
transcrits correspondant & I’expression de I’alléle normal du géne abl et des transcrits
chiméres ela2 ; que le deuxiéme type de coamplification (BcrAl-Abl3) ne permet que
I’amplification des transcrits chiméres ela2 ; et que pour chaque type de coamplification il
est possible de calculer le nombre de molécules de chaque type de transcrits ; il est donc
possible d’estimer la quantité de transcrits chiméres ela2 par rapport & la quantité de
transcrits correspondant a I’expression de I’alléle normal du géne abl. Ce rapport a surtout
comme directive principale de pouvoir juger de la qualité des transcrits étudiés, en début de
méthodologie, ainsi que de la qualité de la réaction de transcription inverse en prenant
comme références des échantillons préparés a partir de prélévements de sang ou de moelle

prélevés au diagnostic.
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| Genescan- 2500™ ROX
(marqueur de taille et
bandes R controle quantité de dépot)
correspondant
aux ADNc S¢)
amplifiés bandes correspondant
a différentes concentrations
du standard amplifié
début de migration
piste 1

Intensité de flourescence

r'

piste

temps de migration

2

Intensité de fluorescence

piste

-

—~—

>
—p

3

Intensité de fluorescence

—

>
—p

temps de migration

temps de migration
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plus faible que celle correspondant a une

concentration de standard interne amplifié

piste 2 : Dintensité de fluorescence de la bande
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celle correspondant a une concentration de standard

interne amplifié

piste 3 : 1 ’intensité de fluorescence de la bande
correspondant aux ADNc amplifiés est plus forte
que celle correspondant a une concentration de

standard interne amplifié

Figure 6 : Résultats obtenus aprés électrophorése en gel de polyacrylamide a 6% et analyse des
échantillons par le « 373 DNA sequencer, Applied Biosystems » couplé au « Genescan 672 ».
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II-5- La technique d’Inverse PCR (figures 9 et 10, pp : 92 et 94

respectivement).

Cette technique va nous permettre d’isoler des fragments d’ADN double brin correspondant

a Ialléle transloqué ber-abl.

11-5-1- Préparation des culots cellulaires.

Cette préparation s’effectue a partir de pélévements de sang. Toutes les étapes de cette

méthode sont identiques a celles décrites, chap. II-3-1-, pp : 59-60.

11-5-2- Extraction de ’ADN génomique.

Cette extraction d’ADN est réalisée a partir de culots de 50 a 80 millions de cellules.

On reprend les culots cellulaires dans une solution de STE 1X, a raison de 1 ml pour 10
millions de cellules, puis on y ajoute une solution de STE 1X contenant du sarcosyl a 1 %,
a raison de 1 ml pour 10 millions de cellules, additionée de 1 mg de protéine kinase K. Cette
étape permet la fragilisation de membranes cellulaires et nucléaires. On laisse 1’échantillon 1
nuit, sous agitation, a 42°C (T° optimale d’action de I’enzyme). Suit ensuite 1’étape
d’extraction de ’ADN génomique. Aprés cette incubation sous agitation, on ajoute dans
une proportion isovolumétrique une solution de phénol. Aprés avoir mélangé délicatement
I’échantillon par retournements successifs, on le centrifuige 7 min a8 3 000 t/min. On
récuppére alors la phase aqueuse (la phase supérieure) qui contient I’ADN génomique et on

y ajoute dans une proportion isovolumétrique une solution contenant pour moitié du phénol



et pour autre moitié du chloroforme. On mélange doucement I’échantillon pendant 5 min et
on le centrifuge 7min 4 3 000 t/min. On récuppére de nouveau la phase aqueuse ou
supérieure. On réitére cette derniére opération une seconde fois. On ajoute a la phase
supérieure ou aqueuse contenant I’ADN génomique dans des proportions isovolumétriques
une solution de chloroforme, on agite et on centrifuge une nouvelle fois I’échantillon. Suit
ensuite |’étape de précipitation de 'ADN génomique. A la phase aqueuse (la phase
supérieure) contenant I’ADN génomique, on ajoute 1/10éme V d’acétate de Na 2M et 2,5
V d’alcool absolu (- 20°C). L’ADN génomique précipite. Délicatement on enroule les
molécules d’ADN autour d’une baguette en verre. On lave les molécules d’ADN en
trempant la baguette dans une solution d’alcool a 70 % (- 20°C). Puis on dissout ces
molécules d’ADN dans une solution de TE 1X. On conserve I’ADN a - 20°C. L’ADN est

dosé par spectrophotométrie UV a 260 nm.
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Nla 111

5’ GTAAGTCTICA TG|CTAAGACT CCTCCAGGCC TGGGCTCTCC AGGGCCACAC
3’ CATTCAGAGT ACGATTCTGA GGAGGTCCGG AC(ECGAGAGG TCCCGGAGTG

Bo - B4

CTCACTCTGC CGCCAGACCA GCACTGCACT TGAGAGCCAA GTGCCCTCTC
GAGTGAG‘\CG GCGGTCTGGT CGTGACGTGA ACTCTCGGTT CACGGGAGAG

PARTIE INTRONIQUE

CTGAGCCCCC AAGCCCTGGC ACCAGTTCTT GCCGTGCCCC TTCCCCAGGG

CACTCGGGGG TTCGGGACCG TGGTCAAGAA CGGCACGGGG AAGGGGTCCC

Avall

TGTGTGGTGG UGGTCTAGTG GGAGGGGCCA GAGGGCCAAG GAGCAGATTG
ACACACCACC |TCCAG{TCAC CCTCCCCGGT CTCCCGGAAC CTCGTCTAAC

ACCAATTGGT GCACCTCTIT TCCAACCTCC CAGGTTICAG AAGCTTCTCC
TGGTTAACCA CGTGGAGAAA AGGTTGGAGG GTCCAAAGTG TTCGAAGAGG

EXON B2 (M-bcr)

CTGACATCCG TGGAGCTGCA GATGCTGACC AACTCGTGTG TGAAACTCCA
GACTGTAGGC ACCTCGACGT CTACGACTGG TTGAGCACAC ACTTTGAGGT

B2-2

GACT LTCCAC AGCATTCCGC TGACCAT gAA TAAGGAAGGT GGGCCCCCCC
CTGACAGGTG ACGTAAGGCG ACTGGTAGTT ATTCCTTCCA CCCGGGGGGG

GTTTCCGTGT ACAGGGCACC TGCAGGGAGG 3’
CAAAGGCACA TGTCCCGTGG ACGTCCCTCC S’

Nia 111 Ava 1l Nia 111
B6 B4 B2-2
= ‘ |
, EXON B2 - -
“2240p > 104 bp 417 bp

Figure 9 : Localisation nucléotidique des amorces et des endonucléases de resctriction

employées pour la technique d’Inverse PCR
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I1-5-3- Digestion de I’ADN génomique par ’endonucléase de restriction Nla

III (figure 9 et 10, pp : 92 et 94 respectivement).

La premiére étape de cette technique consiste en une digestion de ’ADN génomique par
I’endonucléase de restriction Nia Il :

- de patients atteints de LMC, et pour lesquels les points de cassure au cours de la
transiocation se situent, au niveau du géne bcr, exclusivement entre les exons b2 et b3
(transcrits chimeres b2a2).

- de patients ne présentant pas de LMC.

Pour I’alléle correspondant au géne bcr, la localisation des sites de restriction Nlalll est
connue, ils se situent sur la partie intronique entre les exons bl et b2, et, entre les exons b2
et b3 (figures S et 10, pp : 92 et 94 respectivement).

Concernant 1’alléle transloqué bcr-abl, le ou le(s) site(s) de restriction Nla III se situe(nt)
sur la partie intronique entre 1’exon b2 du gene bcr et 'exon 2 du géne abl, sa ou leur

localisation(s) est ou sont inconnue(s) (figure 10, p : 94).

On digére environ 1 pg d’ADN génomique avec 10 unités de I’endonucléase de restriction
Nialll / ug d’ ADN double brin. Le volume total de la réaction est au maximum de 20 pl. La
réaction s’effectue, selon les conditions indiquées par le fabricant (New England Biolabs
Inc., USA), 3 ha37°C.

Dans le but d’'une amélioration du rendement de la réaction de digestion, en gardant les mémes

quantités d’ADN (1 pg) et de Nlalll, nous avons fait varier la durée de réaction (2 h, 2 h 30min,
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Digestion enzymatique par Nla II1

Nia 111 * Nla 111 *
5 Exon b2 de bcr Exon b3 de bcr | 3’ Alléle normal
(taille du fragment digéré connue)
* : localisation connue
Nia 1IT* Nia 11
5 Exon b2 de bcr Exon 2 d’abl =13’ Alléle transloqué
localisation ber-abl
inconnue ? (taille du fragment digéré inconnue)
Circularisation
Exon b2 de bcr Exon b2 de bcr
~
parties introniques parties introniques partie intronique
de bcr de bcr HJ d’abl
site Nla III reconstitué site Nia III reconstitué

Localisation des différentes amorces utilisées

Exon b2 de bcr Exon b2 de bcr
b2-2 — b2-2 —
M~ AN~
—.
b6 b6

Figure 10 : Récapitulatif des différentes étapes de la technique d’ « Inverse » PCR
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3 h, 3 h 30 min, ...), les concentrations d’ADN a digérer pour une méme quantité de Nla III,

le volume final de la réaction de digestion, sans plus de résultats.

Apreés purification, précipitation de I’ADN génomique digéré par 2,5 V d’éthanol a 100% (-
20°C) et 1/10™ V d’acétate d’ammonium 2M et centrifugation (30 min, 15 300 t/min,
4°C), ’ADN est lavé par 200 pl d’éthanol a 70% (- 20°C). Aprés une nouvelle étape de

centrifugation, les culots d’ADN sont repris dans 20 ul d’H20 mQ.

II-5-4- Ligature (figure 10, p : 94).

Apres cette étape, une étape de ligature est effectuée sur les fragments d’ADN génomique
double brin digérés obtenus. Celle-ci permet la reconstitution des sites nucléotidiques
reconnus par I’endonucléase de restriction Nlalll et donc I’obtention de fragments d’ADN
circulaires double hrin

On réalise la ligature de 150 ng ou 200 ng d’ADN génomique précédemment digéré. A cet
ADN, on ajoute 120 unités de « T, DNA ligase » (New England Biolabs, USA) et 100 mM
d’adénosine 5’-triphosphate (pH 7,5) (Pharmacia Biotech., USA). La réaction de ligature
s’effectue dans un volume final de 600 pl, 12 h a 16°C.

Dans le but d’une amélioration de cette étape de ligature, nous avons fait varier le volume
final de la réaction, les quantités d’ADN, la température de réaction (12°C, 37°C,25°C,

16°C), ainsi que la durée de la réaction, sans plus de résultats.

Aprés purification, précipitation par 2,5 V d’éthanol a 100% (-20°C) et 1/10™™ V d’acétate

d’ammonium 2M et centrifugation (30 min, 15 300 t/min, 4°C), les fragments d’ADN
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circulaires double brin sont ensuite lavés par 200 ul d’éthanol a 70% (- 20°C). Aprés une

nouvelle étape de centrifugation, les culots d’ADN sont repris par 20 ul d’H20 mQ.

II-5-5- PCR exponentielle (b2-2/b4) (figures 9 et 10, p : 92 et 94

respectivement).

Sur ces fragments d’ADN circulaires double brin, on réalise une étape de PCR exponentielle
a I’aide d’un couple d’amorces b2-2/b4 orientées de fagon opposée sur le fragment d’ADN
circulaire double brin (Bioprobe systems, France). L’amorce b2-2 est spécifique d’une partie
de la séquence nucléotidique de I’exon b2 du géne bcr. L’amorce b4 est spécifique d’une
partie de la séquence nucléotidique de ’intron situé entre les exons bl et b2 du gene ber,
elle est située a proximité d’une des seux sites de restriction Nlalll reconstitués (figures 9 et

10, pp : 92 et 94 respectivement).

La totalité¢ des fragments d’ADN (12 pl) est mélangée, dans un tube Eppendorf, a une
solution contenant du Tris-HCI 20 mM, pH 8,6 ; du MgCl, 1,5 mM ; du KCl 50 mM ; des
dNTP 0,2 mM ; de la formamide désionisée 2% ; 1 unité de Taq polymerase (Appligene,
France) et 15, 20 ou 25 pmol de chaque amorce. Le volume réactionnel final est de 50 pl.
Au dessus de chaque mélange réactionnel, on ajoute 15 pl d’huile minérale (Sigma France).
Aprés une étape de dénaturation a 94°C (10 min), 40 ou 50 cycles d’amplification
comprenant une étape de dénaturation a 94°C (1 min), une étape d’appariement a 62°C ou
65°C ou 67°C (1 min) et une étape d’élongation & 72°C (10 min) sont réalisés. La réaction
d’amplification s’achéve par une étape d’élongation a 72°C (10 min). Les réactions

d’amplification sont possibles grace a ’emploi de I’appareil Trio-thermoblock (Biometra



Allemagne) ou Progene (Techne, Angleterre). La taille des fragments d’ADN amplifiés

attendue est de 451 pb.

II-5-6- PCR linéaire(b6 ou « Run off ») (figures 9 et 10, pp : 92 et 94

respectivement).

A la suite de cette étape de PCR exponentielle, a partir des produits d’amplification
obtenus, une autre étape de PCR est réalisée grace a ’amorce b6 marquée en 5’ par du [y—
P*?] dATP. Cette amorce est située & proximité de ’amorce b4, dans la méme orientation

(figures 9 et 10, pp : 92 et 94 respectivement).

On marque 50 4 100 pmol de ’amorce b6 avec 3 ul de [y—P**]dATP. 2 pl de DTT et 10
unités de « Polynucleotide kinase FPLC pure cloned » (Pharmacia, USA) sont utilisés. Le
volume final de ia reaction est de 20 pl. Cette réaction s’effectue, selon les
recommandations du fabricant, au minimum 1 h a 37°C. Elle est stoppée par I’élévation de
la température & 94°C, pendant 2 min et ’addition d’EDTA 1M, pH 7,5. L’amorce b6
marquée en 5° par du [y—P**JATP est ensuite purifiée, aprés une étape de chromatographie
sur colonne « Quick Spin ™ Columns Sephadex G-25 fine » (Boerhinger Manhheim,

Allemagne).

5 ou 10 ul des produits d’amplification obtenus aprés I’étape de PCR exponentielle (b2-
2/b4) sont mélangés, dans un tube Eppendorf, a une solution contenant du du Tris-HCI 20
mM, pH 8,6 ; du MgCl, 1,5 mM ; du KCI 50 mM ; des dNTP 0,2 mM ; 1 unité de Taq

polymerase (Appligene, France) et 5 pmol de I’amorce b6 marquée. Le volume réactionnel
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final est de 20 pl. Au dessus de chaque mélange réactionnel, on ajoute 15 pl d’huile
minérale (Sigma, France). Aprés une étape de dénaturation & 94°C (10 min), 10, 15 ou 25
cycles d’amplification comprenant une étape de dénaturation a 94°C (1 min), une étape
d’appariement a 52°C, 54°C, 56°C ou 58°C (1 min) et une étape d’élongation a4 72°C (2
min) sont réalisés. La réaction d’amplification s’achéve par une étape d’élongation a 72°C
(10 min). Les réactions d’amplification sont possibles grace a I’emploi de

’appareil Trio-thermoblock (Biometra Allemagne) ou Progene (Techne, Angleterre). La
taille des fragments d’ADN amplifiés attendue est de 474 pb pour I’alléle normal du géne

ber.

I1-5-7- Analyse des produits d’amplification obtenus.

Elle est possible aprés une électrophorése en gel dénaturant (urée 600 mM) a 6%
d’acrylamide/bis-acrylamide (19:1), de 4 ul de produits d’amplification mélangés a 4 ul
d’une solution « stop » (95% de formamide ; EDTA 20 mM ; 0,05% de BB¢ ; 0 ,05% de
Xyléne). La migration s’effectue sous 85 W constant et grace au tampon de migration TBE
1X. L’analyse des fragments d’ADN amplifiés obtenus, est possible grace & I’utilisation

d’un Phos;ihorlmager : 445 SI (Molecular Dynamics, USA).



RESULTATS ET DISCUSSION
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Le chromosome Philadelphie, comme le géne de fusion bcr-abl et comme les transcrits
chiméres qui en découlent représentent de bons marqueurs génétiques. En ce sens, leur
détection par les différentes techniques de cytogénétique conventionnelle et de biologie
moléculaire, présentées au chapitre « Matériels et méthodes », est utile pour pouvoir affiner,
confirmer ou affirmer un diagnostic, mais également pour réaliser un suivi de la maladie
résiduelle, c’est a dire estimer le nombre de cellules leucémiques résiduelles et donc évaluer

I’efficacité d’un traitement.

I- Etudes réalisées pour I’aide au dignostic des hémopathies.

I-1- Les LMC classiques et les LMC sans chromosome Philadelphie.

(Résultats présentés sous forme de poster au 2éme congres de I’« European Haematology

Association », a Paris en juin 1996, résumé situé en annexe pp : 185)

Entre janvier 1981 et janvier 1996, 563 patients, dont le tableau clinique évoquait une
LMC, ont été étudiés par les techniques de cytogénétique conventionnelle, de Southern,
d’hybridation « in situ » en fluorescence (FISH) et de RT-PCR décrites dans le chapitre
« Matériels et méthodes ».

Sur ces 563 patients, 97 % présentent au sein de leurs cellules leucémiques la translocation
1(9;22) classique, les 3% restants (= 15 patients) ne présentent pas de translocation t(9 ; 22)
classique au sein de leur cellules leucémiques. Parmi ces 15 patients, 14 avaient un
caryotype normal et 1 patient présentait une t(5;12) (q32;p12).

Pour ces 15 patients, une recherche des génes de fusion bcr-abl par la technique de FISH

et des transcrits chiméres b2a2, b3a2, b2a3, b3a3 et ela2 par les différentes techniques de
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RT-PCR ont été réalisées. Si ces patients présentaient des résultats de RT-PCR et/ou de
FISH négatifs, une analyse des réarrangements au sein de la région M-bcr est réalisée par la
technique de Southern. 5 de ces 15 patients présentaient des résultats de RT-PCR
(présence des transcrits chimeres b2a2 et b3a2 exclusivement), de FISH et de Southern
positifs. Ces 5 patients avaient un caryotype normal. Concernant le sex ratio, le pourcentage
d’éosinophiles ou de basophiles sanguins, le taux de plaquettes, le taux d’hémoglobine et le
pourcentage d’érythroblastes médullaires, aucune différence n’est retrouvée entre les
patients Ph- ber+ et Ph-ber-. Par contre, une différence significative est retrouvée pour la
moyenne d’age (51 ans pour les Ph-bcr+ contre 69 ans pour les Ph-ber-), le taux de
leucocytes (103 giga/l pour les Ph-ber+ contre 40 giga/l pour les Ph-ber-). De méme, sur le
plan morphologique, une dysmyélopoiese est retrouvée chez 5 des 10 patients Ph-ber- et
nullement chez aucun des patients Ph-ber+.

En conclusion, notre étude differe de celles de la littérature (176, 177) : les cas de LMC Ph-
ber+ observés sont trés rares et représentent moins de 2 % de la population totale des LMC.
Ces différences de résultats peuvent étre le reflet de démarches méthodologiques différentes
selon les équipes. Cette étude confirme que ces LMC Ph-ber+ présentent certaines
caractéristiques cliniques qui leur sont spécifiques ; ces formes sont a distinguer des LMC
Ph-ber- (encore appelés LMC atypique ou aCML) (176-178). D’autre part, nos résultats
montrent que les techniques de cytogénétique conventionnelle permettent de détecter, au
diagnostic, dans 97 % des cas de LMC et sans ambiguité, une t(9;22) (q34;ql1). Pour
affiner I’étude des LMC Ph-, il est nécessaire d’avoir recours, en plus de la cytogénétique
conventionnelle, a des techniques telles que le Southern, la FISH et la RT-PCR permettant
la détection de réarrangements moléculaires au niveau des génes bcr et abl. En utilisant une
ou plusieurs de ces techniques, certains auteurs ont pu mettre en évidence la présence du

gene de fusion bcr-abl au niveau d’un chromosome qui n’est pas le chromosome Ph, ou
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encore I'insertion du géne abl dans le géne bcr sans translocation réciproque, ou encore des
réarrangements au sein du géne bcr sans juxtaposition de séquences du géne abl/ (176, 177)
Il parait méme plus judicieux d’utiliser la technique de FISH plut6t que celle de RT-PCR
pour ces LMC Ph-. En effet, certains patients atteints de LMC présentent des transcrits
chiméres « atypiques » (74-77). Depuis cette étude, nous avons d’ailleurs pu mettre en
évidence, dans le cadre d’une étude portant sur d’autres patients, en particulier des formes
thrombocytémiques de syndrome myéloprolifératif, un patient présentant un transcrit de
type b3a3. La mise en évidence des différents types de transrits pouvant étre présents dans
les LMC, par la technique de RT-PCR , nécessite donc l'utilisation d’un grand nombre
d’amorces, alors que la technique de FISH permet, avec ['utilisation d’un seul couple de
sondes, la détection de I’ensemble des points de jonction (sans en préciser, toutefois, les
points de cassure). D’autre part, la technique de FISH a pour avantage par rapport a la
technique de RT-PCR de ne pas nécessiter autant de controles et de précautions afin

d’éviter les résultats dits faussement négatifs ou faussement positifs.

I-2- Leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) et LMC : deux
entités distinctes ?

(Cette étude a fait ’objet d’une publication située en annexe, pp : 186-187)

Cinq cas de LMC Ph+ avec des réarrangements au niveau de la région m-ber (transcrits
ela2) ont été rapportés dans la littérature (77). Ces 5 patients présentent une monocytose
excessive, une basophilie, une forte myélémie et un score de phosphatases alcalines
effrondré suggérant un tableau clinique intermédiaire entre celui d’une LMC et celui d’une
LMMC. Ces résultats permettent de penser qu’il pourrait exister dans certains cas de

LMMC des transcrits ela2 (77). Les LMMC sont des hémopathies clonales dont une partie
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est caractériseée a la fois par des signes de myélodysplasie et des signes de
myéloprolifération. Les mécanismes génétiques impliqués dans le développement et la
progression de cette hémopathie sont peu connus, a ’exception des génes de la famille RAS
dont on peut décrire des mutations ponctuelles chez 20 a 30% des patients et du géne fins
pour qui des mutations ponctuelles ont été découvertes chez 10% des patients. Nous avons
voulu vérifier I’hypothése de Melo et al. (77). Pour ce faire nous avons recherché, grace a la
technique de RT-PCR décrite dans le chapitre « Matériels et méthodes », la présence des
transcrits b2a2, b3a2 et ela2 chez 36 patients présentant un tableau clinique typique de
LMMC. Dans tous les cas, un caryotype a été réalisé, qui n’a jamais détecté de chromosome
Ph. Aucun de ces patients ne présente de réarrangements dans les loci m ou M-bcr. Nous
n’avons donc pas vérifié ’hypothése émise par Melo e al. (77). Depuis notre étude, 2
observations de syndromes myélodysplasiques avec réarrangements au niveau du locus m-
ber ont été rapportés dans la littérature (179). Dans ces 2 cas, aucune hypermonocytose
n’est retrouvée. Récemment, nous avons pu détecter un chromosome Ph au cours de
’évolution d’un syndrome myélodysplasique. Initialement, la patiente présentait une anémie
réfractaire simple associée a une délétion 5q. C’est au cours de I’évolution de la maladie
qu’est apparu le chromosome Ph. 2 sous-clones sont détectés : le premier présente une
délétion 5q isolée et le deuxiéme une délétion 5q, un chromosome Ph et une monosomie 17.
Ceci suggeére donc que I'apparition du chromosome Ph est un événement cytogénétique
secondaire. L’analyse en biologie moléculaire a permis de savoir qu’il s’agissait d’un
réarrangement au niveau du locus m-ber ; ce résultat a d’ailleurs été confirmé par technique
de FISH. Au stade d’évolution de la maladie, la patiente présentait un tableau de LMMC
(nombre de monocytes sanguins supérieur a 50 giga/l) associé a une dysgranulopoiése et a
une dysérythropoiése franches. L’anomalie typique des mégacaryocytes observée

initialement n’était plus évaluable en raison du nombre trés faible de mégacaryocytes
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meédullaires. La patiente présentait comme pour les cas décrits par Melo et al. (77) une
hyperbasophilie.

En conclusion, il semble donc que dans les cas de LMMC typiques le géne bcr ne soit pas
impliqué. Par contre, il existe un trés petit nombre de cas de syndromes myélodisplasiques
atypiques, formes frontiéres entre LMMC et LMC, pour lesquels des réarrangements du
géne bcr dans les loci m-ber et M-ber sont retrouvés (179). 11 est intéressant de noter que
I’apparition de ces événements coincide souvent avec une progression de la maladie vers un
stade plus agressif. Ces formes de syndromes myélodysplasiques atypiques sont a rappocher
d’autres syndromes myéloprolifératifs atypiques, comme ceux exprimant un transcrit ela2
(77, 180), une t(5;12) (q31-33;p12-p13) (181) ou une t(8;13) (p11;q12) (182,183) ou enfin

des syndromes myélodysplasiques avec anomalie de condensation de la chromatine (184).

1-3- Incidence du chromosome Ph dans les LAL de I’enfant.

(Résultats présentés sous forme de poster a la Société Frangaise d’Hématologie, a Paris en

février 1994 et résumé situé en annexe, pp : 188)

Entre juillet 1992 et septembre 1994, une recherche systématique des transcrits ela2, b2a2
et b3a2 grice aux techniques de RT-PCR décrites dans le chapitre « Matériels et
méthodes » et des transcrits e2a-pbx1 a été réalisée chez 76 enfants atteints de LAL inclus
dans le protocole EORTC 58881. Une analyse caryotypique sur la moelle a donné les
résultats suivants : deux t(9;22), trois t(1;19), 21 hyperdiploidies, 25 caryotypes normaux,
19 autres anomalies et six échecs. L’analyse moléculaire permet de détecter des transcrits
ela2 chez les 2 patients présentant une 1(9;22) (soit 2,6% des patients), des transcrits e2a-
pbx1 chez les 3 patients présentant une t(1;19), ainsi que chez 2 autres patients présentant

soit un échec de caryotype, soit un caryotype normal.
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Notre étude confirme donc, en accord avec la littérature (32, 33, 64), que les LAL de
'enfant sont rarement associées a la présence de transcrits chimeres ela2 (taux inférieur a
5%) et celle de transcrits e2a-pbx1 (taux inférieur a 8%). Toutefois, une recherche

systématique de ces transcrits doit étre effectuée en particulier lorsqu’il existe un échec de

caryotype ou un caryotype normal.

I-4- Recherche par techniques de RT-PCR des transcrits
chiméres ela2, b2a2 et b3a2 a partir de culots cellulaires fixés dans un
mélange de méthanol et d’acide acétique (3/1) préparés en vue d’une
étude cytogénétique.

(Cette étude a fait I’objet d’une publication présentée en annexe, pp : 189-191)

Dans les laboratoires, les analyses rétrospectives de matériels cellulaires conservés pendant
plusieurs années prennent une place de plus en plus importante du fait de la découverte de
nouveaux génes impliqués dans les processus de leucémogenése. Ces analyses sont basées
sur une étude de I’ADN, mais surtout sur une étude des ARN messagers griace a différentes
techniques, plus particuliérement la technique de PCR. L’étude rétrospective des ARN
messagers est particuliérement délicate car elle nécessite des conditions trés particuliéres
de conservation des culots cellulaires a partir desquels sont extraites les molécules d’ARN
cellulaires totaux. Jusqu’a ce travail, les seuls résultats corrects étaient obtenus a partir de
culots cellulaires conservés a sec a - 80°C ou dans de I’azote liquide (avec addition au
moment de la congélation d’un réactif contenant un inhibiteur d’activités ribonucléasiques).
Dans ce travail, nous montrons qu’il est possible de détecter, par des techniques de RT-

PCR, les transcrits ela2, b2a2 et b2a3 a partir de cellules conservées dans un mélange de
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méthanol et d’acide acétique dans les proportions 3/1 destinées en principe a I’analyse
cytogénétique conventionnelle. 3 patients atteints de LAL Ph+ et 2 patients atteints de
LMC Ph+ ont été étudiés. Les prélévements de moelle ont été réalisés, au diagnostic, entre
1982 et 1989. Les étapes de la préparation des culots de cellules de moelle pour une
analyse du caryotype sont décrites dans le chapitre « Matériels et méthodes ». A partir de
ces culots cellulaires, maintenus dans une solution contenant du méthanol et de ’acide
acétique dans les proportions 3/1, sont extraits les ARN cellulaires totaux. Les différentes
étapes de cette extraction sont décrites dans le chapitre « Matériels et méthodes ». Avant
cette étape d’extraction, les culots cellulaires sont lavés deux fois grace a une solution de
PBS a 1 % (NaCl 0,13 M ; Na,HPO,;H,0 8 mM ; KH,PO, 0,87 mM ; KCI 2,68 mM).
Chacun de ces lavages est suivi d’une centrifugation (20 min a 3 000 t/min, 4°C). Cette
étape permet de resuspendre les cellules de moelle, maintenues jusque la dans un milieu
acide, dans un milieu neutre (pH 7,5-7,8). Aprés extraction, nous avons constaté que ces
ARN cellulaires totaux étaient de bonne qualité. Nous avons alors voulu savoir s’il nous
était possible, a partir de ces culots d’ARN cellulaires totaux, d’amplifier par les techniques
de RT- PCR les transcrits chiméres ela2, b2a2 et b3a2 décrites dans le chapitre « Matériels
et méthodes ». La réponse fut positive : il nous est possible d’amplifier ces différents types
de transcrits, alors que les culots de cellules de moelle sont stockées dans une solution de
méthanol et d’acide acétique depuis plus de 10 ans. C’est vraisemblablement ce mélange de
méthanol et d’acide acétique qui permet aux molécules d’acides nucléiques, de part leur
propriété trés hydrophile, de ne pas étre totalement dégradées. Ces résultats obtenus sont
trés intéressants, car ils laissent envisager que des études similaires pourraient étre
envisagées pour d’autres types de transcrits a partir de matériels conservés depuis plusieurs
années par nos collegues cytogénéticiens. Toutefois, méme si les ARN cellulaires totaux

semblent étre de bonne qualité, il n’est pas a omettre qu’ils ont été extraits a partir de
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prélévements de moelle collectés au diagnostic. I semble donc difficile d’envisager
aujourd’hut un suivi rétrospectif de maladie résiduelle a partir de tels échantillons puisque

dans ce cas il s’agit de détecter une cellule leucémique sur 10* a 10° cellules normales.

I1- Etude de la maladie résiduelle.

Chez des patients atteints de LMC, ayant regu une greffe allogénique de moelle osseuse ou
traités par 'interféron alpha, une étude qualitative (présence ou non des transcrits chiméres
b2a2 et b3a2) a été réalisée grace a une technique de RT-PCR Afin de confirmer ’intérét
d’utiliser une telle méthodologie dans le cadre d’un suivi de la maladie résiduelle, les
résultats obtenus ont été comparés a ceux obtenus par technique de cytogénétique
conventionnelle. Cette €tude a fait I’objet de deux publications situées en annexe, pp : 192-
198 et 199-200.

Un essai d’étude quantitative de ’ADN correspondant a I’alléle transloqué bcr-abl a été
réalisé grace a une technique d’inverse PCR couplée a une technique de PCR compétitive et

quantitative chez des patients ayant une LMC et traités par I’interféron alpha.

Chez des patients atteints de LAL Ph+ et traités soit par chimiothérapie intensive, soit par
greffe allogénique ou greffe autologue de moelle osseuse, une étude qualitative (présence
ou absence des transcrits chiméres ela2, b2a2 et b3a2) a été réalisée grace aux techniques
de RT-PCR. Afin de confirmer I’intérét d’utiliser une telle méthodologie dans le cadre d’un
suivi de 1a maladie résiduelle, les résultats obtenus ont été comparés avec ceux obtenus par
technique de cytogénétique conventionnelle. Ce travail a fait I’objet d’une publication située

en annxe, pp : 201-205.
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Un début d’étude quantitative des transcrits chiméres ela2 a été réalisée grice a une

technique de RT-PCR compétitive sur des patients présentant une LAL Ph+.

I1-1-Les différentes méthodologies de suivi de la maladie résiduelle chez

des patients atteints de LMC.

11-1-1- Etude qualitative par technique de RT-PCR chez des patients ayant
recu une greffe allogénique de moelle non « déplétée » en lymphcocytes T.
Comparaison des résultats obtenus avec ceux apportés par technique de

cytogénétique conventionnelle.

Cette étude a fait I’objet d’une publication située en annexe, pp : 192-198.

11-1-1-a- Présentation des patients.

Entre septembre 1985 et février 1993, 52 patients atteints de LMC Ph+ ont regu une greffe
allogénique de moelle osseuse non « déplétée » en lymphocytes de type T. Apres
’application d’un tel traitement, 38 patients ont été retenus pour I’étude que nous
présentons ici.

Parmi ces 38 patients, 32 ont regu une greffe allogénique en premiére phase chronique, un
patient en deuxiéme phase chronique, 2 patients en phase accélérée et 3 patients en phase
aigué. Pour 32 d’entre eux la greffe allogénique est réalisée avec un donneur
histocompatible apparenté, pour les 6 autres avec un donneur histocompatible non

apparenté. Les régimes de conditionnement de la moelle sont composés pour 28 patients
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d’une irradiation corporelle totale et de cyclophosphamide, pour 10 patients de busulfan et

de cyclophosphamide.

I1-1-1-b- Méthodologie.

Ces 38 patients ont été étudiés par la technique du caryotype et par la technique de
«nested » PCR couplée a une technique de transcription inverse (RT) décrites dans le
chapitre « Matériels et méthodes ». 3 analyses du caryotype (100 mitoses étudiées/analyse)
ont été effectuées en moyenne par patient sur de la moelle. 4 analyses de RT- « nested »
PCR ont été réalisées en moyenne par patient sur du sang et rarement sur de la moelle. Les

transcrits étudiés sont les transcrits chiméres b2a2 ou b3a2.

II-1-1-c- Résultats.

II-1-1-c-1- Le suivi clinique post-greffe.

Ce suivi a été réalisé en moyenne pendant 56 mois apres la greffe (de 6 mois 2 98 mois).

18 cas de réactions aigués et 15 cas de réactions chroniques du greffon contre I’héte sont

observés.

6 patients sont en rechute hématologique 9, 15, 20, 27, 28 et 56 mois respectivement apres

la greffe. 1 patient (n° 26) est en rechute cytogénétique 69 mois aprés la greffe. Parmi ces 7

patients, 3 patients (n°14, 30 et 35) meurent rapidement a 10, 18 et 26 mois.
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II-1-1-c-2- Le suivi cytogénétique post-greffe.

Au cours des 6 premiers mois qui suivent la greffe de moelle osseuse, 25 patients sont
analysés. 23 des 25 patients étudiés présentent un caryotype normal, 2 patients (n° 28 et 26)
présentent au sein de leur caryotype un chromosome Ph. L’un de ces deux patients (n°26)

recevra de I’'interféron alpha peu aprés le diagnostic de sa rechute cytogénétique.

Apreés les 6 mois qui suivent la greffe, 32 patients sont analysés. 6 de ces 32 patients
présentent au sein de leur caryotype un chromosome Ph. S de ces 6 (n° 4, 8, 30, 14 et 25)

4
font une rechute hématologique 1 a 7 mois aprés cette rechute cytogénétique.

I1-1-1-¢c-3- Le suivi moléculaire.

Pendant les 6 premiers mois qui suivent la greffe de moelle osseuse, 10 des 14 patients
étudiés par la technique de RT-« nested » PCR, présentent des résultats de PCR positifs a

au moins une occasion. Ces 10 patients peuvent étre classés en deux catégories.

- Quatre patients (n° 8, 25, 30, et 14) présentent des résultats de PCR positifs au 17 ou au
2" tour, associés a des caryotypes normaux.

2 patients ont requ une greffe allogénique en phase chronique (avec un donneur
histocompatible apparenté pour le patient n°30, avec un donneur histocompatible non
apparenté pour le patient n°8), 1 patient (n°25) en phase accélérée et 1 patient (n° 14) en
phase aigué (avec un donneur histocompatible apparenté). Pour deux patients (n° 8 et 14),
le régime de conditionnement était une irradiation corporelle totale, pour les deux autres

patients (n° 25 et 30) du busulfan. 2 patients (n° 8 et 25) présentaient un risque de Sokal
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faible, les 2 autres patients (n° 14 et 30) un risque de Sokal intermédiaire. 2 patients (n° 8 et
25) ont regu par transfusion des leucocytes du donneur d’origine, un de ces patients (n°25)
réalisera une réaction du greffon contre 1’hdte chronique.

Les résultats de PCR positifs au 17 ou au 2™ tour s’avérent étre ensuite une constante. On
observe d’ailleurs dans trois cas (n°8, 14 et 30) que les résultats de PCR positifs uniquement
au 2 ™ tour, sont ensuite positifs au 17 tour. Ces résultats précédent tous des rechutes
cytogénétiques et/ou hématologiques. Deux des ces quatre patients (n°14 et 30) décéderont

10 et 18 mois aprés la greffe.

- Cinq patients (n°10, 12, 13, 22, 33) présentent des résultats de PCR positifs au 2™ tour,
associés a un caryotype normal. 1 patient (n°28) présente des résultats de PCR+ au 17 tour,
associ€ a un caryotype anormal (1Ph+/120 mitoses).

Ces six patients ont regu une greffe allogénique en phase chronique, tous avec un donneur
histocompatible apparenté. Cinq patients (n° 10, 13, 22, 33 et 28) ont regu comme régime
de conditionnement une irradiation corporelle totale, 1 patient (n°12) du busulfan. 2 patients
(n° 12 et 22) présentaient un risque de Sokal faible, 2 autres patients (n° 10 et 33) un risque
de Sokal intermédiare et les 2 derniers patients (n° 13 et 28) un risque de Sokal élevé. 2
patients (n°12 et 13) sont amenés a réaliser une réaction de greffon contre I’héte chronique,
2 autres patients (n°22 et 28) une réaction de greffon contre ’héte chronique et aigué.

Ces six patients (n°10, 12, 13, 22, 33 et 28) présentent ensuite des résultats de PCR
négatifs, sans qu’aucune rechute cytogénétique et/ou hématologique ne soit décelée aprés

16 a 66 mois apres la greffe.

Aprés 6 mois de greffe, 30 patients présentent des résultats de PCR constamment négatifs,

aucun d’eux ne rechutera pendant la période d’étude.
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8 patients présentent au moins un résultat de PCR positif. Parmi eux, nous retrouvons les 4
patients (n° 8, 25, 30 et 14), décrits précédemment et présentant des résultats de PCR +
pendant les 6 premiers mois. Comme nous I’avons signalé, ces résultats de PCR + précédent

la rechute cytogénétique et/ou hématologique.

1 patient (n°4) présente un caryotype normal 44 mois apreés la greffe, des résultats de PCR+
au 2 ™ tour aprés 45 et 48 mois aprés la greffe associés 4 un caryotype normal 50 mois
aprés la greffe. Ces résultats de PCR+ précédent une rechute cytogénétique (23 cellules
Ph+/26 mitoses) et hématologique 56 mois aprés la greffe. Ce patient recoit alors de
’interféron alpha : on observe ensuite des rechutes cytogénétiques 80 et 86 mois apreés la
greffe (18 et 22 cellules Ph+/ 22 mitoses, respectivement), mais sans rechute
hématologique.

Ce patient avait regu une greffe allogénique en phase chronique (avec un donneur
histocompatible apparent€), avec un régime de conditionnement par irradiation corporelle
totale. Il présentait un risque de Sokal faible. Il a fait une réaction du greffon contre ’héte

de type chronique.

1 patient (n° 26), aprés détection d’une rechute cytogénétique 10 mois apres la greffe (8
cellules Ph+/40 mitoses), recoit de I'interféron alpha. Il présente ensuite des résultats de
PCR + au 2™ tour 53 mois aprés la greffe et des résultats de PCR+ au 1 tour 65 mois
aprés la greffe. Ces résultats de PCR+ précédent une rechute cytogénétique 68 mois post-
greffe (2 cellules Ph+/67 mitoses), avec des résultats de PCR+ au 17 tour 78 mois post-

greffe, sans rechute hématologique.
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Ce patient a regu une greffe allogénique en phase chronique (avec un donneur
histocompatible apparenté), avec un régime de conditionnement par irradiation corporelle

totale. I présentait un score de Sokal faible.

1 patient (n°35) présente un caryotype normal 12 mois aprés la greffe et des résultats de
PCR+ au 2 ™ tour. Ces résultats précédent une rechute extramédullaire et décés 19 mois
apres la greffe.

Ce patient a recu une greffe allogénique en phase aigué (avec un donneur histocompatible
apparenté), avec un régime de conditionnement par irradiation corporelle totale. Il
présentait un risque de Sokal intermédiaire. Il a développé des réactions du greffon contre

I’hote de type aigué et chronique.

1 patient (n°23) présente un caryotype normal 36 mois apres la greffe, accompagné de
résultats de PCR+ au 17 tour. 60 mois et 76 mois aprés la greffe, il présente des résultats
de PCR négatifs.

Ce patient a recu une greffe allogénique en phase chronique (avec un donneur
histocompatible apparenté), avec un régime de conditionnement par irradiation corporelle
totale. Il présentait un score de Sokal faible. Il a réalisé des réactions du greffon contre

I’héGte de type aigué et chronique.

Aucun résultat concomitant de Ph+ et de PCR négatif n’a été observé.
Au cours des 6 premiers mois qui suivent la greffe, de nombreux résultats concomitants de
Ph- et de PCR+ sont observés. Aprés 6 mois de greffe, 3 cas de résultats concomitants de

Ph- et PCR+ sont observés, ils incluent les patients n° 4, 23 et 35.
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I1-1-1-d- Discussion

Au cours des 6 premiers mois qui suivent la greffe de moelle osseuse allogénique, les
résultats apportés par la technique de RT-PCR n’ont pas forcément une valeur prédictive de
rechute cytogénétique et/ou hématologique. De plus on observe dans la majorité des cas une
conversion des résultats de PCR + en résultats de PCR négatifs. Ces faits sont en accord

avec les conclusions formulées par d’autres équipes (185-196).

Aprés 6 mois de greffe, les résultats de PCR +, plus particuliérement quand ils sont obtenus
de fagon répétée et pendant un laps de temps court, ont une valeur prédictive de rechute
cytogénétique et/ou hématologique. Une progression des résultats de PCR + au 2™ tour
vers des résultats + au 17 tour est immédiatement suivie d’une rechute cytogénétique et/ou
hématologique.

D’autre équipes sont en accord avec nos conclusions : des résultats de PCR + obtenus de
fagon répétée plus de 6 mois apreés la greffe allogénique ont une bonne valeur prédictive de
rechute cytogénétique et/ou hématologique. Par contre, le fait d’obtenir un résultat de PCR ‘
+ intéressant est souvent corrélé avec une phase de rémission importante (186, 190). Cross
N.C.P. et a/(188) ont constaté que le nombre de patients greffés obtenant des résultats de
PCR négatifs augmente en général avec le temps. Il est de 36% la premiére année qui suit la
greffe, puis de 60% aprés deux ans et de 78% aprés cinq ans. Pour eux comme pour nous,
I’obtention de résultats de PCR+ au cours de la premiére année qui suit la greffe a peu de
signification. Par contre, une conversion des résultats de PCR négatifs en résultats de
PCR+, ou I’obtention d’une succession de résultats de PCR+, plus d’un an aprés la greffe,

doit renforcer la surveillance moléculaire et cytogénétique (187, 192-196).
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Ces faits ne sont pas toujours en accord avec les conclusions apportées par d’autres
équipes. En effet pour certains, des résultats de PCR + obtenus 6 mois voire plusieurs
années aprées la greffe se sont pas forcément suivis de rechute cytogénétique et/ou

hématologique (185, 186, 188, 191, 197-200).

Le fait que les analyses de RT-PCR aient été réalisées principalement a partir de
prélévements de sang et plus rarement a partir de prélévements de moelle n’altére pas la
valeur informative des résultats obtenus. En effet, Lin F. et al.(201) ont observé, sur une
large série de patients atteints de LMC, une concordance entre les résultats obtenus par RT-
« nested » PCR a partir de prélévements de moelle et ceux obtenus a partir de prélévements

de sang.

Différents critéres influencent les résultats obtenus : [I’utilisation d’une moelle non T-
déplétée ; les réactions du greffon contre I’héte ; le stade de la maladie ; I’age des patients.

- L’utilisation d’une moelle non T-déplétée : afin d’éviter toutes réactions du greffon contre
I’hote, certains auteurs réalisent des greffes de moelle osseuse déplétée en lymphocytes de
type T. Une revue de 12 études (202) a rapporté le suivi moléculaire de patients ayant recu
une greffe allogénique a différents stades de la maladie avec de la moelle « déplétée » ou
non en lymphocytes T. L’influence de cette « déplétion » sur la positivité de la PCR est trés
nette : au cours des 2 ans post-greffe un taux de positivité de 30% est observé chez les
patients ayant recu une moelle non manipulée, alors que ce taux est de 77% pour les
patients ayant recu une moelle déplétée en lymphocytes T.

- Les réactions du greffon contre ’héte : la persistance d’une maladie résiduelle avec des
résultats de PCR+ semble étre corrélée avec a I'importance des réactions du greffon contre

I’hdte et le traitement immunosuppresseur. Cross N.C.P. et al. (188) ont montré que la
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proportion des patients présentant des résultats de PCR négatifs, quatre mois aprés la
greffe, semble étre directement corrélée avec la gravité de la réaction du greffon contre
I’héte. Cette corrélation s’estompant ultérieurement. Ce fait a d’ailleurs été confirmé par
d’autres équipes (203, 204). Celles-ci ont mis en évidence une fréquence de résultats de
PCR+ plus élevée chez des patients n’ayant pas développé de réaction du greffon contre
I'héte de type aigué ou chronique. Toutefois, ces résultats sont en contradiction avec
d’autres études (205, 206) qui montrent a I'inverse que 1’obtention de résultats de PCR+ est
plus fréquente chez des patients ayant développé des réactions du greffon contre I’h6te de
type chronique. Ces observations peuvent étre liées au type de traitement
immunosuppresseur, systématiquement appliqué en cas de réactions du greffon contre
I’hote. Ces traitements immunosuppresseurs peuvent augmenter la fréquence d’obtention de
résultats de PCR+. Cette hypothése a été confirmée par I’équipe de Xu W.M. et al. (207).
Ils ont observé que des patients sous traitement immunosuppresseur ont une probabilité
d’obtention de résultats de PCR+ significativement augmentée. Ils obtiennent d’ailleurs des
résultats de PCR négatifs aprés I’arrét des ces traitements. Dans notre série, parmi les 8
patients ayant rechuté, un seul patient a développé une réaction du greffon contre ’hdte de
type aigué par opposition aux 17 des 30 patients n’ayant pas rechuté. Par contre aucune
différence n’a été observée entre les deux populations concernant le développement d’une
réaction contre I’héte de type chronique.

- Le stade de la maladie : 1a majorité de nos patients (86 %) ont recu une greffe de moelle
osseuse en phase chronique. 75% d’entre eux ne présentent aucune rechute cyotgénétique
et/ou hématologique post-greffe. Parmi les 8 patients qui rechutent, deux patients (n°14 et
35) ont regu une greffe de moelle osseuse en phase accélérée 11 et 30 mois apres le
diagnostic, un autre patient (n°25) en phase accélérée 9 mois aprés le diagnostic. Cette plus

haute fréquence de rechutes observée quand la greffe de moelle osseuse est réalisée en
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phases accélérée ou aigué est en accord avec les résultats obtenus par d’autres équipes (208,
209). Quand une greffe de moelle allogénique est réalisée en phase chronique les taux de
survie se situent entre 50 et 60 %, mais ils passent de 40 a 15% en phase accélérée et sont
inférieurs 4 15% en phase aigué. Au cours de la phase chronique, il semblerait que les
résultats de survie a long terme les plus probants soient obtenus quand la greffe de moelle
osseuse allogénique est réalisée au cours de la premiére année qui suit le diagnostic (210).
Dans notre série, 70% des patients en phase chronique ont regu une greffe de moelle
osseuse allogénique plus de 18 mois aprés le diagnostic. Le taux de survie a 5 ans, pour ces
patients est de 35%. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par d’autres équipes
(211, 212). Des patients transplantés au cours de la premiére ou de la deuxiéme année qui
suit le diagnostic ont les mémes taux de survie a 5 ans, de 35 a 40 %. Ces chances sont
moins importante pour les patients transplantés au cours de la troisiéme année et plus
suivant le diagnostic. Concernant la valeur prognostique du score de Sokal, certains auteurs
ont observé qu’un patient présentant un sore de Sokal élevé a plus de probabilité d’obtenir
un taux de positivité de PCR important, contrairement a celui présentant un score de Sokal
faible (202, 203, 206, 213). Ces observations sont en contradiction avec celles apportées
par d’autres études (214).

- L’age des patients : environ 50 % de nos patients ont plus de 40 ans. Tous ces patients,
greffés en phase chronique, ne présentent a long terme aucune rechute cytogénétique et/ou
hématologique. L’age des patients semble donc peu influencer les résultats de la greffe. Nos
résultats sont en accord avec ceux obtenus par Devergie et al. (215). Ils ont décrit un taux
de survie a long terme de 52 % pour les patients 4gés de moins de 30 ans et de 41 % pour
les patients agés de plus de 40 ans. Par contre pour Speck er al. (216), le taux de survie a
long terme est de 70 % pour les patients agés de moins de 20 ans, mais n’est plus que de 40

% pour les patients dgés de plus de 40 ans.
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Méme si la greffe de moelle allogénique semble capable d’assurer, & quelques exceptions
prés, une rémission moléculaire trés souvent a long terme, une quantification des transcrits
chiméres étudiés s’impose afin d’améliorer la « finesse » du suivi de la maladie résiduelle. Il
est clair que la technique de PCR, par rapport aux autres techniques qui peuvent étre
utilisées, est la technique de détection la plus sensible. Elle permet, aprés deux tours
d’amplification, la détection d’une cellule leucémique résiduelle sur au minimum 10° cellules
normales. Mais, que signifie I’obtention de résultats successifs de PCR + au cours d’un suivi
« qualitatif » de la maladie résiduelle ? Sont-ils les reflets d’une augmentation, d’une
diminution ou d’une constance des taux de transcrits chiméres étudiés ? Comment expliquer
que certains patients en rémission hématologique compléte présentent des résultats de
PCR+ pendant plusieurs mois voire plusieurs années aprés la greffe ? Existe-t-il des
mécanismes immunologiques pouvant aider a I’élimination totale de la population tumorale
résiduelle ? Le role des lymphocytes du donneur d’origine est probablement majeur, comme
cela est illustré par D'efficacité des transfusions de lymphocytes du donneur lorsqu’une
rechute cytogénétique survient apreés la greffe allogénique (217), ou par le taux élevé des
rechutes lorsque 1’on pratique une greffe allogénique avec une moelle déplétée en
lymphocytes T. Un suivi quantitatif de la maladie résiduelle par la technique de PCR devrait
permettre de fournir des réponses (218-222). Afin d’éviter toutes rechutes cytogénétiques il
est nécessaire de mieux « cerner » I’évolution de la maladie, en terme de taux de transcrits
chiméres étudiés, pour qu’un traitement comme !’injection de leucocytes du donneur

d’origine, ou par I’interféron alpha soit instauré rapidement.
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1I-1-2- Etude qualitative par technique de RT-PCR chez des patients traités
par Ulinterféron alpha. Comparaison des résultats obtenus avec ceux

apportés par technique de cytogénétique conventionnelle.

Cette étude a fait 1’objet d’une publication située en annexe, pp 199-200 .

II-1-2-a- Patients et méthodologie.

Entre 1988 et 1993, 64 patients atteints de LMC associée a la présence du chromosome
Philadelphie ont été traités par interféron alpha recombinant a 5 M U/m2/jour durant au

moins 6 mois, avec ou sans association avec de I’aracytine a faible dose.

Au cours de cette période, 2 analyses du caryotype (50 mitoses étudiées/analyse) ont été
réalisées , en moyenne par patient, sur de la moelle. Cette méthodologie est décrite au cours
du chapitre « Matériels et méthodes ». 8 des 64 patients (14 %) présentent une conversion
cytogénétique compléte et persistante, avec une médiane de 27 mois (de 9 a 48 mois).

6 de ces 8 patients sont étudiés grace a la technique de RT-PCR : 4 analyses sont réalisées
en moyenne par patient sur des prélévements de sang. Les transcrits étudiés sont les
transcrits chiméres b2a2 ou b3a2 selon la méthodologie décrite dans le chapitre « Matériels
et méthodes ».

Ces 6 patients sont en rémission cytogénétique compléte aprés 7 a 24 mois de traitement, et

le traitement avec interféron alpha est maintenu pendant 12 a 42 mois.
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I1-1-2-b- Résultats.

4 de ces 6 patients, en conversion cytogénétique compléte et persistante, se révélent étre

positifs au 1¥ comme au 2™ tour.

Les 2 autres patients présentent des résultats négatifs au 17 comme au 2™ tour aprés 19 et
34 mois de traitement avec interféron alpha. La persistance de ces résultats négatifs se
retrouve 23 et 31 mois respectivement aprés 1’obtention du premier résultat négatif. Ces
patients présentaient des taux de leucocytes faibles (inférieurs a 15 000/mm’), aucune
splénomégalie et un score de Sokal faible (en dessous de 0,8). Donc, ces patients étaient de
« bon pronostic ». L’un de ces patients a regu de I’interféron alpha associé a de faibles doses

de cytosine-arabinoside (Ara-C).

I1-1-2-c- Discussion.

Chez des 2 des 64 patients (3% des cas) nous observons une réduction des taux de
transcrits chiméres telle qu’ils ne sont plus détectés par la technique de RT-PCR. Ces
résultats n’ont pas une valeur statistique suffisante pour pouvoir juger de Defficacité

thérapeutique de I’interféron alpha a long terme.

Dés 1983, Talpaz et son équipe (223) ont mis en évidence I’éfficacité d’action de
I'interféron. Dans un premier temps avec de I’interféron alpha leucocytaire, sur une série de
51 patients, ils ont obtenu 71 % de rémissions hématologiques complétes et 41 % de
réponses cytogénétiques, dont 14 % de rémissions cytogénétiques complétes. Dans un

deuxiéme temps, avec de I’interféron alpha recombinant, sur une série de 45 patients, aprés
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en moyenne 12 mois de traitement, la majorité des patients présentent une rémission
hématologique compléte et 25 % des patients une rémission cytogénétique compléte (215).
Depuis, il a été obtenu 60 a 80 % de rémissions hématologiques complétes et des taux de
réponses cytogénétiques de I’ordre de 29 a 65 % (225-227). Comme nous avons pu
également I’observer, une rémission hématologique compléte peut étre obtenue aprés 1 a2
mois de traitement. Des réponses cytogénétiques commencent & apparaitre apres 3 a 12
mois de traitement. Une rémission cytogénétique compléte est obtenue le plus souvent apres
12 a 18 mois de traitement (227). 90 % des patients en rémission cytogénétique compléte
peuvent maintenir ce stade pendant 2 & 8 ans. Ceci n’est valable que pour 30 % des patients
en rémission cytogénétique partielle ou mineure (226, 227). En accord avec ce que nous
observons les meilleures réponses sont obtenues pour des patients en stade précoce de la
phase chronique, avec un risque de Sokal faible (226, 227).

Comparant I’action de I’interféron alpha avec I’action de ’hydroxyurée ou du busulfan sur
la survie, trois essais suggérent fortement un bénéfice de 'interféron sur la survie (228-231).
Dans une étude italienne (228) portant sur 332 patients, 218 patients regoivent de
I’interféron a des doses croissantes ou de 1’hydroxyurée. A 3 mois, 45 % des patients traités
avec interféron obtiennent une réponse hématologique compléte contre 46 % avec
hydroxyurée. A 8 mois, ces taux sont respectivement de 62 % et de 52 %. Aucune réponse
cytogénétique compléte n’est obtenue avec hydroxyurée. En revanche, il est possible
d’obtenir celle-ci pour 8 % des patients traités avec interféron alpha. Dans une étude
britannique (229, 230) réalisée sur 515 patients, la durée de survie est améliorée de fagon
significative avec interféron alpha méme en absence de réponse cytogénétique. Une étude
japonaise (231) réalisée sur 107 patients montre que les taux de réponses cytogénétiques
majeures sont de 16 % avec interféron, de 5 % avec le busulfan. Les taux de survie sont de

54 % et de 32 % respectivement. Toutefois, un essai multicentrique alimente la controverse
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(232) : la médiane de survie avec interféron est de 66 mois, de 58 mois avec I’hydroxyurée
et de 45 mois avec le busulfan. 7 % de réponses cytogénétiques complétes sont obtenus
avec l'interféron alors qu’un seul patient obtient ce résultat avec I’hydroxyurée et aucun
avec le busulfan. De fagon significative, ’hydroxyurée permet I’obtention de taux de survie
améliorés par rapport & ceux obtenus avec le busulfan et les taux de survie sont similaires
pour l’interféron et I’hydroxyurée.

Certains essais, actuellement en cours, cherchent a améliorer les résultats en combinant de
I'interféron alpha a de I'hydroxyurée ou a de I’Ara-C. L’Ara-C semble particuliérement
indiquée, car elle agit sur les cellules en phase S et semble étre toxique uniquement sur les
progéniteurs leucémiques. L’interféron aurait, combiné a 1’Ara-C, le double role de
« toxique » pour les cellules Ph+ et de « protecteur » des cellules souches normales en les
bloquant en phase GO-G1 (233). Cette hypothése semble étre confirmée par les résultats tres
encourageants obtenus par différentes équipes appliquant ce type de combinaison (234-
237). Les taux de rémission cytogénétique compléte et durable obtenus avec une telle

association sont plus importants que ceux obtenus lorsque I’interféron est administré seul.

En définitive, il semble d’une part que l'interféron alpha soit devenu un traitement de
référence dans la LMC, et, d’autre part, que ’amélioration de la durée de survie obtenue
dans la plupart des études soit liée en grande partie a la qualité des réponses cytogénétiques.
En général, les réponses cytogénétiques mineures sont associées a une rémission de courte
durée. Les rémissions cytogénétiques complétes sont quant a elles associées & une durée de
rémission durable, plus importante que celles observées dans le passé apres une
chimiothérapie intensive. Mais, il existe peu de rapports suggérant que I’interféron alpha

puisse induire une éradication totale de la maladie (238-243). La majorité des patients en
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conversion cytogénétique compléte et persistante se révelent étre poitifs au ler comme au

2nd tour de PCR. Ce fait a d’ailleurs été observé dans une autre étude (244).

Nos résultats soulévent au moins une question : les résultats de PCR négatifs observés pour
les 2 patients de « bon pronostic », correspondent-ils & une éradication totale du clone
leucémique ou a la persistance de taux de transcrits chimériques trop faibles pour étre

détectés ?

Certains auteurs (245, 246) ont montré chez des patients atteints de LMC, aprés un
traitement par interféron alpha, qu’environ 25 % des colonies Ph+ n’expriment pas de
transcrits chiméres. Pour expliquer ce fait, ils émettent ’hypothése d’un blocage de la
transcription des génes de fusion bcr-abl par action de I'interféron alpha. Les cellules
n’exprimant alors plus les transcrits chiméres, n’auraient plus le pouvoir de proliférer
« activement » et, par conséquent, seraient amenées a disparaitre. « In vitro », I'interféron
inhibe la prolifération des progéniteurs cellulaires hématopoiétiques dans la moelle de
patients atteints de LMC (226). Mais, il n’a pas été mis en évidence une suppression
sélective des clones Ph+. L’interféron alpha restaure « in vitro » la propriété d’adhésion des
progéniteurs cellulaires atteints de LMC sur le stroma cellulaire. Ce fait expliquerait
qu’aprés un traitement avec interféron alpha, il y ait réapparition d’'un pool important de
progéniteurs cellulaires de LMC dans la moelle (226). L’interféron alpha régulerait de
maniére différentielle I’expression de cytokines par les cellules du stroma de la moelle,

comme !’interleukine de type 1 (IL-1), le GM-CSF, le G-CSF et le TNF-a (226).

De part les questions que posent notre étude et les autres, il est nécessaire de procéder a un

suivi de la maladie résiduelle plus « fin ». D’autant que I’'interféron alpha ne permet que tres
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peu souvent ’obtention de rémissions moléculaires a long terme. Il faut pouvoir mieux
cerner I’évolution de la maladie en cours de traitement. Il est évident que la technique de
PCR est la technique de détection de choix, de par son seuil de sensibilité¢ (1 cellule
leucémique sur 10° cellules normales), pour réaliser un suivi correct de la maladie résiduelle.
Mais, que signifie I’obtention de résultats de PCR négatifs successifs ? A partir de combien
de résultats de PCR négatifs peut-on étre sir qu’un patient est totalement guéri ? Le fait
d’obtenir des résultats qualitatifs de PCR + ne nous permet pas de cerner correctement
I’évolution du clone leucémique. Des résultats successifs de PCR+ correspondent-ils 4 une
augmentation, une diminution ou une constance des taux de transcrits chiméres ? Comme
dans le cadre des patients atteints de LMC Ph+ et traités par greffe de moelle osseuse
allogénique, une étude quantitative par la technique de PCR de la maladie résiduelle a été

entreprise.

I1-1-3- Essais d’une étude quantitative par technique « d’Inverse PCR »

associée a la technique de PCR compétitive.

I1-1-3-a- Principe.

Il s’agit d’estimer la quantité d’ADN correspondant a lalléle transloqué bcr-abl par la
technique de PCR compétitive, en prenant comme standard interne de coamplification
I’ADN double brin correspondant a 1’alléle normal du géne bcr, sachant que cette quantité
d’ADN peut étre rapporté a un nombre de cellules leucémiques résiduelles. En fait, il ne
s’agit pas uniquement d’estimer la quantité d’ADN correspondant a I’alléle transloqué, mais
également comparer cette quantité a celle correspondant au nombre de transcrits chiméres

b2a2.
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Pourquoi une étude quantitative sur ’ADN ? En général et sauf exceptions (en phase
d’acutisation), un géne de fusion bcr-abl correspond a une cellule leucémique. Par contre, il
est tres difficile de rapporter un nombre de transcrits de fucion a un nombre de cellules

leucémiques résiduelles.

I1-1-3-b- Méthodologie.

Les différentes étapes de cette méthodologie, plus précisément les étapes de la technique

d’Inverse PCR, ainsi que les différentes conditions opératoires testées pour chaque type

d’étape, sont décrites dans le chapitre « Matériels et méthodes ».

11-1-3- ¢c- Résultats et discussion.

Avant d’appliquer la méthodologie dans son ensemble a dgs patients atteints de LMC Ph+,
notre permier soucis était d’optimiser au mieux les conditions opératoires de la technique
d’ « Inverse » PCR. Pour ce faire, nous avons travaillé principalement sur des culots
d’ADN de 3 patients ne présentant pas de LMC et donc pas de chromosome Ph. 1l s’agissait
d’obtenir des bandes d’ ADN correspondant uniquement a I’alléle normal du géne bcr.

Nous avons réussi a amplifier des bandes d’ADN correspondant a ’alléle normal du géne
bcr, mais celles-ci, malgrés tous nos efforts d’optimisation, sont toujours accompagnées de
nombreuses bandes d’ADN parasites. Ces bandes d’ADN parasites résultent probablement
d’une amplification de molécules d’ADN circulaires double brin. En effet, en incluant une
étape de digestion des molécules d’ADN circulaires double brin par une endonucléase de

resctriction Ava II, ceci juste avant les deux étapes d’amplification, nous avons obtenu
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uniquement les bandes d’ADN correspondant a I’alléle normal du géne bcr.(figure 11, p :
127). 1 est a noter que le site de coupure de I’endonucléase de restriction Ava I se situe sur
la partie intronique localisée en 5’ de ’exon b2, en aval des « sites » d’appariement des
amorces b4 et bé6. (figure 9, p 92).

Ces résultats sont toutefois a confirmer.
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Figure 11 : M : marqueur moléculaire en pb ; pistes 1, 5 : témoin négatif ; pistes 2, 6 : pt.
2332 ; pistes : 3, 7 : pt. 2869 ; pistes 4, 8 : pt. 2946 (patient sans Ph). Circularisation : 150
ng d’ADN (pistes : 1, 2, 3, 4) et 200 ng d’ADN (pistes : 5, 6, 7, 8). Digestion AvaIl : 10
unités, 4h & 37°C. PCR exponentielle : 67°C, 50 cycles, 25 pmol de chaque amorce. « Run-
off » : 58°C, 20 cycles, 5 pmol d’amorces, 5 ul de PCR exponentielle.
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I1-1-3-d- Partant du méme principe, les résultats de quantification obtenus par

1.G. Zhang et al. (247).

La technique d’ADN-« bubble » PCR permet, aprés digestion par I’endonucléase de
restriction Rsa I d’ADN génomique de patients atteints de LMC et ligature, I’amplification
par une technique de « nested » PCR (2 x 30 cycles) de fragments d’ADN double brin
circulaires correspondant soit a I’allele transloqué bcr-abl, soit a 1’alléle normal du geéne bcr.
Chaque fragment d’ADN amplifié est séquencé aprés purification.

Avec cette technique ils ont, dans un premier temps, analysé les séquences nucléotidiques
situées aux alentours des points de cassure, pour mieux essayer de cerner le ou les
mécanisme(s) intervenant lors du phénoméne de translocation (247). Aprés analyse des
différentes séquences nucléotidiques, le ou les mécanisme(s) intervenant lors du phénomene
de translocation s’avérent étre toujours tres difficiles a cerner.

Dans un deuxiéme temps, ils ont appliqué cette technique a des patients atteints de LMC
ayant subi une greffe de moelle osseuse allogénique (248, 249). 1l s’agissait pour eux de
vérifier I’hypothése selon laquelle certaines cellules leucémiques Ph+ n’exprimeraient pas
activement les transcrits chiméres « classiques » correspondant aux génes de fusion bcr-abl.
La présence de ces pools cellulaires transcriptionellement inactifs chez certains patients,
indétectables par technique de RT-PCR qualitative, contribuerait au fait que ceux-ci,
supposés en rémission compléte, rechutent aprés « réactivation » de ces cellules. A partir
des mémes échantillons, ils ont donc également amplifié, par des techniques de RT- PCR
qualtitative et quantitative, les transcrits chiméres « classiques » correspondant aux génes
de fusion bcr-abl. Ils ont pu constater, dans plus de 79% des cas, une concordance entre les

résultats obtenus avec la technique d’ADN-« bubble » PCR et ceux obtenus avec les
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techniques de RT-PCR. Donc, généralement, les clones leucémiques Ph+ résiduels
expriment activement les transcrits chiméres « classiques » correspondants aux génes de

fusion bcr-abl.

I1-2- La maladie résiduelle chez des patients atteints de LAL Ph+.

II-2-1- Etude qualitative par technique de RT-PCR. Comparaison des
résultats obtenus avec ceux apportés par technique de cytogénétique
conventionnelle.

Cette étude a fait ’objet d’une publication située en annexe , pp : 201-205.

II-2-1-a- Présentation des patients.

Cette étude a été réalisée de mamére prospective chez des patients diagnostiqués entre 1991
et 1995. 17 patients atteints de LAL Ph+ ont été étudiés aprés qu’ils aient obtenu une
rémission hématologique compléte par divers protocoles de chimiothérapie. 1 patient (n°14)
a été étudié rétrospectivement, il a regu une greffe autologue en 1 rémission compléte.
Parmi les 17 patients étudiés, nous avons 6 enfants (4gés de moins de 15 ans) et 11 adultes.
Tous ces patients présentent une LAL de type B, CD10+ dans 16 cas et CD10- dans un cas.
Tous ces patients avaient un chromosome Ph, au diagnostic, aprés analyse par la technique
de cytogénétique classique.

Les points de cassure, au cours de la translocation, sur le géne bcr se situent au niveau de la
région m-ber pour 14 patients. Pour 2 patients, ils se situent au niveau de la région M-ber et

pour un patient ils se situent au niveau des deux régions.
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Apres avoir achevé leur rémission hématologique compléte, 9 patients (n° 1 a 9 inclus)
regoivent un traitement de consolidation par polychimiothérapie intensive ; 6 patients ( n° 8
a 13 inclus) regoivent une greffe allogénique, 4 patients trés tot au cours de leur premiere
rémission compléte, 1 patient (n°8) en fin de premiére rémission compléte (aprés 18 mois).
Ce patient sera uniquement considéré comme traité par chimiothérapie, car il décédera
rapidement d’une réaction de rejet du greffon contre I’héte aigué. 1 patient (n°9) regoit une
greffe allogénique en seconde rémission compléte. Ce patient est suivi dans le groupe « des
patients traités par chimiothérapie », comme dans le groupe « des patients allogreffés ». 4
patients (n° 14 a 17 inclus) regoivent une greffe autologue, pour 2 patients (n° 14 et 15),

une purge médullaire « in vitro » par mafosfamide ou anticorps monoclonaux est effectuée.

I1-2-1-b- Méthodologie.

50 mitoses, en moyenne, sont étudiées lors d’examens cytogénétiques, tous réalisés sur des
prélévements médullaires.

Une recherche des transcrits elal, b2a2 et b3a2 est réalisée grace aux techniques de RT-
« semi-nested » (ela2) et de RT- « nested » PCR (b2a2, b3a2).

Ces différentes techniques sont décrites dans le chapitre « Matériels et méthodes »
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1I-2-1-c- Résultats.

1I-2-1-c-1- Le devenir clinique.

Parmi les 9 patients (n° 1 a 9 inclus) ayant recu une consolidation par chimiothérapie
intensive, nous constatons 7 rechutes aprés 5 a 28 mois. 2 patients (n° 2, 8) décédent en
1% rémission compléte d’infections ou d’une réaction de rejet du greffon contre I’héte
aigué. 1 patient (n°7) est toujours en vie en 2™ rémission compléte 50 mois aprés le

diagnostic malgrés une rechute méningée isolée.

Parmi les 5 patients qui ont recu une greffe allogénique, nous constatons 3 cas de rechute
(n° 9, 12 et 13), toutes suivies du décés des patients. 1 patient (n° 10) est toujours en vie, en
2" rémission compléte 17 mois aprés le diagnostic. 1 patient (n° 11) décéde rapidement

apres une réaction de rejet du greffon.

Les 2 patients (n°16 et 17) qui ont regu une greffe autologue, avec de la moelle non purgée
«in vitro », rechutent 9 et 13 mois aprés le diagnostic. Ces rechutes sont suivies
rapidement de leur décés. Les 2 patients (n° 14 et 15) qui ont regu une greffe autologue,
avec de la moelle purgée « in vitro », sont toujours en vie en 1°° rémission compléte 20 et

137 mois apreés le diagnostic.
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1I-2-1-c-2- Les résultats des analyses par la technique de cytogénétique conventionnelle.

Au moment de I’obtention de la rémission hématologique compléte, sur les 14 cas
étudiés, nous avons détecté la présence du chromosome Philadelphie chez un seul patient

(n°13) (3 cellules Ph+/12 mitoses).

Au cours du suivi, 8 patients (n° 1, 3, 4, 5, 6, 9, 13 et 16) ont présenté des caryotypes
normaux (absence de chromosome Ph) 4 mois avant la rechute hématologique. 4 patients
(n° 2, 10, 14 et 15), toujours en vie en 1°* ou en 2°™ rémission compléte, ont toujours

présenté des caryotypes normaux.

II-2-1-c-3- Les résultats des analyses par techniques de RT-« semi-nested » et « nested »

PCR.

Parmi les 9 patients ayant regu une consolidation par polychimiothérapie intensive, 4
patients ont toujours présenté, au niveau de la moelle, des résultats de PCR+ au 17 tour (n°
3, 4 et 5) et au 2™ tour (n° 6). Il est a noter que la majorité de ces résultats est associée a
des caryotypes normaux. Pour les 3 patients (n° 3 , 4 et 5) ayant présenté, au niveau de la
moelle, des résultats de PCR+ au 17 tour, on observe, aprés I’obtention de tels résultats,
des rechutes hématologiques 7, 8 et 5 mois aprés le diagnosticrespectivement. Ces 3
patients déceédent peu de temps apres leur rechute hématologique. Pour le patient (n° 6)
ayant présenté des résultats de PCR+ au 2™ tour, dans la moelle, la rechute hématologique

est constatée plus tardivement, 16 mois apres le diagnostic.
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5 autres patients (n° 1, 2, 7, 8 et 9) présentent, au niveau de la moelle, quelques résultats de
PCR négatifs au 2™ tour. 2 patients (n° 2 et 8) ayant présenté des résultats de PCR négatifs
au 2™ tour, dans la moelle, 4 et 16 mois aprés le diagnostic respectivement, avec des
résultats de caryotype normaux, décédent en 1% rémission. 1 patient (n°1) présente, 7 et 18
mois aprés le diagnostic, une succession de résultats de PCR négatifs dans la moelle, mais
également dans le sang, suivis de deux résultats de PCR + au 2™ tour dans la moelle et
négatifs dans le sang. Tous les résultats de PCR sont associés a des résultats de caryotype
normaux. Il rechute 22 mois apreés le diagnostic. 1 patient (n°9) présente un résuitat de PCR
- dans la moelle, suivi d’un résultat de PCR + au 2nd tour dans la moelle et ensuite de deux
résultats de PCR+ au 17 tour dans la moelle. Tous les résultats de PCR sont associés a des
résultats de carotype normaux. Il rechute 28 mois aprés le diagnostic. 1 patient (n°7)
présente une rechute méningée isolée. Cette rechute n’a pu étre détectée par la technique du
caryotype, mais 5 mois avant la rechute méningée, le patient présentait des résultats de
PCR+ au 2™ tour dans la moelle. Ce patient a ensuite été traité par chimiothérapie intensive
- il est toujours en deuxiéme rémission compléte avec des résultats de PCR négatifs dans la

moelle.

Parmi les 6 patients ayant recu une greffe allogénique, cing patients ont pu étre suivis (n° 9
a 13 inclus). 2 patients (n° 10 et 11) présentent, apres la greffe, des résultats de PCR
négatifs dans la moelle comme dans le sang. Le patient n°11 qui a présenté un résultat de
PCR négatif dans 1a moelle et dans le sang 4 mois aprés la greffe, associé a un caryotype
normal, décéde d’une réaction de rejet du greffon contre ’hte de type aigué€ 2 mois apres
’obtention de ce résultat. Le patient n°10 qui a présenté une succession de résultats PCR
négatifs dans la moelle comme dans le sang, 2 4 9 mois apres la greffe, est toujours en

rémission compléte. Les patients n° 9, 12 et 13 présentent, aprés la greffe, des résultats de
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PCR+ au 17 tour dans la moelle associés a des caryotypes normaux. Ces résultats sont trés

rapidement suivis de rechute et de décés aprés 5, 6 et 10 mois.

Les 2 patients (n° 16 et 17) dont la moelle n’a pas été purgée « in vitro » présentent, avant
la greffe autologue, des résultats de PCR+ au 1% ou au 2™ tour de PCR dans la moelle.
Apreés la greffe, ils présentent un résultat de PCR+ au 17 tour dans la moelle. Ces résultats
sont suivis rapidement d’une rechute hématologique et de décés. Parmi les deux patients
ayant regu de la moelle purgée « in vitro », le patient (n°15) présente, avant la greffe, des
résultats de PCR+ au 2™ tour dans la moelle, avec des caryotypes normaux. Apres la greffe,
il présente encore pendant 6 mois des résultats de PCR + au 2™ tour dans la moelle et
négatifs dans le sang, suivis ensuite de résultats de PCR- dans la moelle. Ce patient est
toujours en rémission compléte. Le patient (n°14) suivi jusqu’a 116 mois aprés le diagnostic
présente toujours des résultats de PCR négatifs dans la moelle et dans le sang, avec des

caryotypes normaux. Il est toujours en rémission compléte.

35 analyses ont pu étre réalisées de maniére concomitante sur du sang et de la moelle. Dans
34% des cas, on peut constater que des résultats de PCR négatifs au 2™ tour dans le sang
s’avérent étre positifs au 2™ tour dans la moelle et que, des résultats de PCR+ au 2™ tour de

PCR dans le sang s’avérent étre positifs déja au 1 tour de PCR dans la moelle.
II-2-1-d - Discussion.
Parce qu’une réduction rapide des clones leucémiques est souvent corrélée a un taux de

survie long, beaucoup de protocoles spécifiques des LAL a trés haut risque associent 4

drogues ou plus pour induire une rémission compléte. Immédiatement aprés I’obtention
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d’une rémission compléte, un traitement de consolidation est appliqué. Celui-ci est constitué
d’une combinaison de plusieurs types de drogues, comparables par leur intensité a celles des
traitements d’induction. Cette étape a pour but I’éradication si possible compléte des
cellules leucémiques résiduelles. Avec de telles approches, les taux de rémission chez les
patients (enfants ou adultes) atteignent des valeurs qui jusqu’a présent n’étaient obtenus que
chez les patients a faible risque. Il n’en reste pas moins vrai, comme nous avons pu le
constater que le nombre de rechute s’avére étre trés élevé, et ceci précocément (250-252).
Pour cette raison, des approches thérapeutiques plus intensives telles que la greffe de moelle
osseuse allogénique ou la greffe de moelle osseuse autologue sont requises. Il est clair que
de telles approches permettent d’obtenir, comme nous I’avons constaté, des taux de
rémission et de survie a long terme plus conséquents (251-256). Concernant plus
particuliérement la greffe autologue de moelle osseuse, 2 patients sur 4 regoivent une moelle
purgée « in vitro », ces 2 patients sont toujours en rémission compléte. Par contre les 2
autres patients qui ont regu de la moelle non purgée « in vitro » rechutent rapidement. Au
vu de ces résultats, méme si le nombre de patients étudiés est faible, une purge de moelle
«in vitro » s’avére étre bénéfique dans le cadre d’une greffe autologue. Ces faits sont
d’ailleurs en accord avec ceux rapportés par d’autres équipes (257, 258). Comment
expliquer ces résultats ? La purge médullaire «in vitro» dans le cadre d’une greffe
médullaire, quelles que soient les méthodes employées (culture des cellules a long terme,
avec du mafosfamide, de P'interféron alpha...), doit permettre une sélection négative des
clones Ph+ (CD34 +, HLA DR +) au profit d’une sélection positive des clones Ph- (CD34

+ HLADR -).

Concernant le suivi de la maladie résiduelle, au vu des résultats obtenus, la technique

conventionnelle du caryotype, du fait de son seuil de détection faible, de I’ordre de 1 a 5 %,
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n’est pas adaptée. Actuellement la technique de détection la plus sensible est la technique de
PCR (1 cellule leucémique résiduelle détectée sur 10° cellules normales). Mais quelle valeur
prédictive de rechute hématologique et/ou cytogénétique doit-on accorder a cette technique
PCR négatif ne peut avoir une valeur prédictive de survie ou de rechute a plus ou moins
long terme. Seule une succession de résultats de PCR négatifs, tout comme seule une
succession de résultats de PCR + peut avoir une valeur prédictive. Ces faits sont en accord
avec ceux apportés par d’autre équipes (259, 260).

Les 35 analyses de PCR réalisées de maniére concomitante sur de la moelle et sur du sang
montrent que, dans 34% des cas, les résultats obtenus a partir de moelle ont une valeur
informative plus importante que celles réalisées a partir du sang. Ces observations sont a
rapprocher de celles obtenues par van Rhee ef al. (261). Ils ont quantifié, par technique de
RT-PCR, des taux de transcrits bcr-abl dans des échantillons de sang et de moelle chez 18
patients atteints de LAL Ph+. 29 paires d’échantillons ont été analysés. Ils ont montré, dans
la majorité des cas (25 paires d’échantillons/29 étudiés), une concordance entre les résultats
obtenus au niveau du sang et ceux obtenus dans la moelle. Concernant les 4 paires
d’échantillons restantes, ils constatent ’abscence de transcrits bcr-abl au niveau du sang
alors qu’ils sont présents et quantifiables dans la moelle.

Enfin, d’aprés ce que nous observons pour un de nos patients (n°7), une succession de

résultats de PCR+ dans la moelle semble avoir une valeur prédictive de rechute méningée.
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II-2-2- FEssais d’une étude quantitative par technique de RT-PCR

compdétitive.
I1-2-2-a- Principe.

L’objectif est d’estimer la quantité initiale de transcrits chimeéres étudiés, aprés
coamplification par la technique de PCR, dans un méme tube Eppendorf, d’ADN
complémentaires (ADNc, obtenus aprés une transcription inverse des transcrits étudiés) et
d’un standard interne conforme par sa séquence nucléotidique aux transcrits étudiés, dont la
quantité est connue avant et aprés coamplification.

Les différentes étapes de la méthodologie sont décrites dans le chapitre « Matériels et
méthodes ».

Les transcrits étudiés correspondent a I’alléle normal du géne ab/ et aux transcrits chiméres

ela2, chez des patients atteints de LAL Ph+ a différents stades d’évolution de leur maladie.
I1-2-2-b- Applications.

Au départ, nous disposions de prélévements réalisés chez 8 patients atteints de LAL Ph+.
Mais, pour différentes raisons liées soit a 1’absence de culots cellulaires utilisables
(dégradation probablement dueké une mauvaise conservation et/ou a des défauts inhérents a
la préparation des prélévements de sang ou de moelle), ou soit a I’absence de culots d’ARN
totaux (dégradation due probablement & des défauts de préparation et/ou a des problémes
de conservation), seuls deux patients ont finalement pu étre étudiés.

Il s’agit des patients n° 1 et 4 de I’étude précédente (publication située en annexe, pp : 201- 205)
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Pour le patient n° 4, nous disposons de 4 culots d’ARN cellulaires totaux préparés a partir
de culots cellulaires (10 millions de cellules en moyenne) réalisés a partir de prélévements de
moelle différents, effectués sur une période de cinq mois (de février a juin 1995). Ces quatre
culots ont été étudiés par la technique de RT-PCR compétitive (deux couples d’amorces :
AbI2/AbI3 et Becral/Abl 3). Seuls 2 échantillons sur les 4 ont présenté des résultats de PCR+
aprés coamplification AbI2/Abl3. Pour ces deux culots, aprés le premier type de
coamplification Abl2/Abl3, quelque soit le type d’échantillon utilisé, le point d’équivalence
entre les intensités de fluorescence, correspondant soit au nombre initial d’ ADNc étudiés ou
au nombre initial de molécules de standard interne de coamplification, oscille toujours entre
les intensités de fluorescence correspondant a 10* et 10° molécules de standard interne de
coamplification. Aprés le deuxiéme type de coamplification (BcrA1/Abl3), quelque soit le
type d’échantillon étudié, ce point d’équivalence oscille toujours entre 107 et 10° molécules
de standard interne de coamplification. Il est intéressant de noter que ces 2 échantillons sont
positifs au ler tour de PCR aprés leur amplification par la technique de RT- « semi-nested »

PCR (couples d’amorces : A1/B5 et A2/BS, 2 fois 35 cycles).

Pour le patient n° 1, nous disposons de 8 culots d’ARN cellulaires totaux préparés a partir
de culots cellulaires (10 millions de cellules en moyenne) réalisés a partir de 4 prélévements
de moelle et de 4 prélévements de sang différents, effectués sur une période de 13 mois (de
novembre 1994 a décembre 1995). Aprés le deuxiéme type de coamplification BcrA1/Abl3,
tous des résultats de PCR sont négatifs. Ceci est valable aussi bien aprés analyse des
échantillons par le « 373 DNA sequencer Applied Biosystems » (Perkin Elmer, USA)
couplé au logiciel « Genescan 672 », qu’aprés analyse de ces mémes échantillons suite a une
électrophorese en gel d’agarose et révélation des molécules de BET sous lumiére UV (a 366

nm). Par contre, 2 des ces 8 échantillons (de 1a moelle) s’avérent étre positifs au second tour
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de PCR, apres leur amplification par la technique de RT- « semi-nested » PCR (couples

d’amorces : A1/BS et A2/BS, 2 fois 35 cycles).

I1-2-2-c- Discussion.

En ce qui nous concerne, au vu des résultats obtenus, plus particuliérement ceux obtenus
pour 2 échantillons sur 8 du patient n° 1, il est certain que le seuil de sensibilité apporté par
la technique de RT-« semi-nested » PCR (couples d’amorces A1/B5 et A2/BS5, 2 fois 35
cycles d’amplification) est plus important que celui apporté par la technique de RT-PCR

compétitive (BcrA1/Abl3, 48 cycles d’amplification).

A partir de ce fait, différentes questions se posent.

1) Concernant notre technique de RT-PCR compétitive, directement basée sur celle
développée par I’équipe de B. Grandchamp (172, 173), la valeur de son rendement
d’amplification est-elle optimale ? Quand I’on réalise la méme coamplifiaction (BcrA1/Abl3)
sur 4 gammes différentes de standard interne de coamplification oscillant entre 5, 50, 5.10%,
5.10%, 5.10% et 5.10° molécules, on obtient, aprés électrophorése en gel d’agarose et analyse
des fragments d’ADN amplifiés sous lumiére UV, 4 profils différents. Ces résultats nous
permettent d’affirmer que les conditions actuelles d’amplification ne sont pas optimales. Ils
nous permettent également de soulever un second probléme qui est celui de la variabilité
rencontrée de « tube » a « tube », quand il s’agit d’établir une gamme de concentrations
connues en nombre de molécules de standard interne de coamplification. Cette gamme est
réalisée a partir d’une concentration de 10° molécules/pl, auxquelles on préléve 1 pl donc
10® molécules que I’on dilue dans 9 pl d’eau afin d’obtenir une dilution de la concentration

initiale au 1/10™. Cette étape est renouvelée jusqu'a I’obtention de 5 molécules/ul. Un
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troisiéme probléme, directement lié a celui précédemment cité, peut étre également soulevé
: celui du « pipettage » et de sa reproductibilité.

2) Est-il utile de réaliser 48 cycles d’amplification au cours de la PCR (BcrA1/AbI3) ? A
partir d’'une gamme de concentrations de standard interne de coamplification variant de 5,
50, 5.10%, 5.10°, 5.10* et 5.10° molécules, nous avons fait varier le nombre de cycles
d’amplification de 35, 40, 45 a 48 cycles. Aprés électrophorése des échantillons amplifiés en
gel d’agarose et visualisation des fragments d’ADN amplifiés sous lumiére UV (a 366 nm),
il semble que 45 cycles d’amplification suffisent et, qu’a partir de 48 cycles une
reproductibilité des résultats semble plus aléatoire.

3) N’existe-t-il pas un déséquilibre entre les rendements d’amplification du standard interne
de coamplification (molécule d’ADN circulaire double brin) et ceux des ADNc¢ (molécules
d’ADN linéaires double brin) ?

4) Avec des conditions d’amplification optimales, serait-on certain d’obtenir des seuils de
sensibilité de détection équivalents entre celui obtenu par technique de RT- « semi-nested »
PCR (2 x 35 cycles d’amplification, tailles des fragments attendues : 105 pb (A2/BS5) et 156
pb (A1/B5)) et celui obtenu par technique de RT-PCR compétitive (1 x 48 cycles

(BcrA1/Abl3), taille des fragments attendues : 370 pb (standard) et 378 pb (ADNc)) ?

Les techniques de RT-PCR compétitive et de RT- « semi-nested » PCR ont toutes les deux
les mémes contraintes. Pour une interprétation correcte des résultats obtenus, différents
parametres sont & appliquer et a vérifier. Ces deux méthodologies dépendent d’une part de
la qualité de préparation des culots cellulaires et des culots d’ARN cellulaires totaux utilisés,
et, d’autre part, de leur qualité de stockage dans le temps. Il est certain qu’avant d’aborder
ces deux types de méthodologies, il faut étre certain de pouvoir vérifier ces deux parametres

et les contrdler. Pour ce faire, & partir d’un prélévement donné, il faudrait pouvoir préparer
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plusieurs culots cellulaires a des concentrations identiques. Il serait primordial de vérifier la
qualité et la quantité des ARN cellulaires totaux extraits a partir de chacun de ces culots.
Afin de s’assurer d’une part de la qualité de préparation et de stockage des culots cellulaires
et, d’autre part, de la qualité de la transcription inverse, son rendement. On pourrait ainsi
éviter les résultats faussement négatifs. Un autre probléme, commun a ces deux
méthodologies, est celui des contaminations, ¢’est a dire I’obtention de résultats faussement
positifs. L’obtention possible de tels résultats lie ces deux méthodologies a certaines régles,
a certaines contraintes techniques. Quoiqu’il en soit la technique de RT-PCR compétitive
permet, dans des conditions optimales d’application, la quantification des transcrits
d’intérét. Alors que la technique de RT- « semi-nested » PCR ne permet qu’un apport de
résultats « qualitatifs » (présence ou non des transcrits étudiés). Il est certain que pour un

suivi correct de la maladie résiduelle une quantification des transcrits étudié€s s’impose.

II-2-2-d- Présentation de résultats de quantification de la maladie résiduelle

obtenus par différentes équipes.

En reprenant la méthode de PCR compétitive développée par N.C.P. Cross et al. (222), le
standard interne de coamplification correspond 4 un fragment d’ADNc contenant les
séquences nucléotidiques des exons bl, b2 et b3 du géne bcr juxtaposées aux séquences
nucléotidiques des exons a2 et a3 du géne abl. Au sein de cette séquence nucléotidique, il y
a adjonction, entre les exons a2 et a3 du géne abl, d’une séquence nucléotidique de 201 pb.
L’adjonction de cette séquence permet, aprés une électrophorése en gel d’agarose des
fragments d’ADNc amplifiés grace a une « nested »PCR et ’analyse des molécules de BET
sous lumiére UV (a 366 nm), de distinguer les fragments d’ADNc amplifiés correspondant

aux transcrits étudiés (b2a2 et b3a2) de ceux correspondant au standard interne de
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coamplification. Cette méthode a permis I’étude quantitative de la maladie résiduelle chez
des patients atteints de LMC, ayant recu une greffe de moelle osseuse (219, 222, 262) ou un
traitement par interféron alpha (263, 264). Ils ont remarqué, & chaque fois, qu’une nette
augmentation du nombre de transcrits étudiés est toujours suivie d’une rechute
cytogénétique et/ou hématologique. Par contre, une constance de ce nombre voire une
diminution est toujours suivie d’une rémission hématologique et/ou cytogénétique. Ils ont
également remarqué une bonne corrélation entre le type de réponse cytogénétique obtenu
(compléte, partielle ou mineure) et le nombre de transcrits chiméres étudiés.

Partant du méme principe, ils ont étudié et comparé I’expression des transcrits chiméres
ela2 chez des patients atteints de LAL Ph+ dans le sang et dans la moelle (252). Le
standard interne de coamplification correspond a une séquence d’ADNc contenant la
séquence nucléotidique de ’exon el du gene bcr juxtaposée aux séquences nucléotidiques
des exons a2 et a3 du géne abl. Au sein de la séquence nucléotidique de I’exon el du gene
abl, il y a adjonction d’une séquence nucléotidique de 134 bp. Ils ont montré, dans la
majorité des cas (25 paires d’échantillons/ 29 étudiés), une concordance entre les résultats
obtenus au niveau du sang et ceux obtenus dans la moelle. Des résultats similaires ont été
obtenus chez des patients atteints de LMC (265). Pour eux, un suivi de la maladie résiduelle
peut étre réalisé de maniére sensiblement équivalente & partir de moelle ou de sang. Notre
étude qualitative de la maladie résiduelle chez des patients atteints de LAL Ph+ (publication
située en annexe, pp :) a montré par contre, sur les 35 analyses réalisées de maniére
concomitante dans le sang et dans la moelle, que dans 34% des cas, les analyses réalisées a
partir de la moelle ont une valeur informative plus importante que celles réalisées a partir du
sang.

Si I’on étudie maintenant la méthode de PCR compétitive développée par T. Lion et al.

(266), le standard interne de coamplification correspond a un fragment d’ADNc contenant
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les séquences nucléotidiques des exons b2 et b3 du géne bcr juxtaposées a la séquence
nucléotidique de ’exon 2 du géne abl. Une différence de 75 paires de base existe entre la
taille des fragments correspondant aux transcrits chiméres étudiés et celle correspondant au
standard interne de coamplification. L’amplification des différents types d’ADNc s’effectue
grice a4 une « nested »PCR, I’analyse des fragments amplifiés est réalisée aprés une
électrophorése en gel d’agarose et une visualisation des molécules de BET sous UV. Ce
type de méthode a permis I’étude quantitative de la maladie résiduelle chez des patients
atteints de LMC traités par interféron alpha. Ils ont émis les mémes conclusions que Cross
N.C.P. et son équipe (219, 222, 261-264) concernant la bonne valeur prédictive de rechutes
ou de rémissions cytogénétiques et/ou hématologiques que permet ce type de technique. Ils
ont également remarqué qu’une augmentation du nombre de transcrits chiméres étudiés est
toujours précédée d’une transformation de la maladie. Pour ces auteurs, une augmentation
du nombre de transcrits chiméres étudiés serait suivie d’une augmentation du taux de
cellules immatures au pouvoir de prolifération trés important, et donc d’une résistance a

Pinterféron alpha.

L’ensemble de ces résultats permet de mettre en valeur 'importance prédictive d’une
évolution de la maladie apportée par la quantification des transcrits étudiés. Cette valeur
prédictive semble supérieure a celle obtenue au cours d’un suivi « qualitatif » de la maladie

résiduelle.
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Il est certain que de nos jours la technique de choix a utiliser pour réaliser un suivi de la
maladie résiduelle est la technique de PCR. En effet, grace a cette technique il est possible
de détecter 1 cellule leucémique pour 10*-10° cellules normales, voire jusqu'a 10° cellules
normales dans le cadre de la « nested »-PCR.

Pour le suivi de la maladie résiduelle chez des patients atteints de LMC ou de LAL Ph+, les
matrices amplifiées sont généralement les transcrits b2a2, b3a2 (dans la grande majorité des
cas de LMC et dans environ 20% des cas de LAL Ph+, surtout chez les adultes) et ela2
(dans 80% des cas de LAL Ph+t). Il est alors nécessaire de coupler la technique de PCR a
une technique de transcription inverse, RT-PCR. Cette technique de RT-PCR est associée a
de nombreux inconvénients, qui sont :

- des molécules ’ARNm peu stables, facilement dégradables,

- une mise au point qui peut s’avérer difficile, sa réalisation dépendant de plusieurs facteurs
techniques comme : la composition en bases nucléotidiques de la séquence amplifiée, le
choix des amorces, la taille en bases nucléotidiques de la séquence a amplifier, la
concentration des différents composants du « mix » de PCR (et surtout du MgCl,, des
dNTP, des amorces),

- des résultats faussement positifs dus aux contaminations, plus fréquentes quand on utilise
le principe de « nested »-PCR,

- des résultats faussement négatifs liés soit & une dégradation de ’ARNm, ou soit & un
mauvais choix d’amorces oligonucléotidiques, plus particuliérement, quand I’on se trouve

confronté a la présence de transcrits « atypiques ».

La base du suivi de la maladie résiduelle repose sur un suivi « qualitatif », c’est a dire la

détermination de la présence ou non des transcrits étudiés chez des patients ayant regu
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différentes thérapeutiques. Chez des patients en rémission hématologique et/ou
cytogénétique compléte et présentant plusieurs résultats de PCR +, un suivi « qualitatif » ne
suffit pas, il faut pouvoir quantifier le nombre de transcrits étudiés. L’une des techniques
permettant ce suivi « quantitatif » est la technique de PCR compétitive couplée a la présence
d’un standard interne de coamplification. Grace a ce type de méthodologie, certains auteurs
(219, 222, 261-265) ont pu constater qu’une augmentation nette et durable du nombre de
transcrits étudiés est toujours suivie d’une rechute cytogénétique et/ou hématologique. Par
contre, une constance de ce nombre voire, une diminution de celui-ci est toujours suivie
d’une rémission hématologique et/ou cytogénétique. Certains ont méme remarqué qu’une
augmentation du nombre de transcrits étudiés est toujours suivie d’'une augmentation du
taux de cellules leucémiques immatures au pouvoir de prolifération trés important (266).

Actuellement, que ce soit pour des patients atteints de LMC ou de LAL Ph+ et quelque soit
la thérapeutique appliquée, il est difficile de comparer les résultats obtenus d’un patient a
Pautre, a cause de la trés grande hétérogénéité des techniques et des pratiques utilisées :
groupes de patients souvent hétérogéne, critéres les définissant souvent peu précis,
protocoles thérapeutiques différents. Il n’est ainsi pas possible d’affirmer d’une part, qu’un
patient en rémission hématologique et/ou cytogénétique compléte, car présentant une
succession de résultats de PCR « qualitatifs » négatifs, méme pendant plusieurs années,
restera en rémission ou rechutera. Dautre part, qu’une augmentation des taux de transcrits
étudiés, en PCR « quantitative », sera suivie au bout d’un temps plus ou moins long d’une

rechute cytogénétique et/ou hématologique.
Récemment, au cours de 'EL.CM.L (« European Group of Investigators on CML »), la

décision a été prise de prendre en compte les résultats du suivi de la maladie résiduelle par

les techniques de PCR quantitative dans les prochains protocoles thérapeutiques (267). Leur
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principales recommandations étant, pour des patients ayant subi une greffe de moelle
osseuse, d’effectuer mensuellement des analyses par techniques de PCR qualitatives et
quantitatives sur des échantillons de sang. Si, au cours des 3 a 6 mois post-greffe, le
nombre de cellules leucémiques résiduelles diminue jusqu'a des limites de détection
inférieures & celles apportées par la technique de PCR, ces analyses pourraient alors
s’effectuer tous les 3 mois pendant la 1ére année post-greffe. Si, les résultats s’avérent étre
toujours négatifs, les intervalles entre les différentes analyses seraient étendus a 6 mois.
Etant donné que des cellules leucémiques peuvent réapparaitre plus de 10 ans post-greffe, il
est nécessaire de continuer pendant plusieurs années des analyses sur des échantillons de
moelle. Chez des patients pour lesquels on peut constater une réapparition de cellules
leucémiques juste aprés un résultat négatif de PCR, ou chez qui I’on peut observer une
augmentation des taux de transcrits étudiés, il semble nécessaire de réaliser
hebdomadairement des analyses par la technique de PCR quantitative afin d’évaluer tres
rapidement la progression du clone leucémique.

Chez des patients recevant de I’interféron en monothérapie ou combiné & d’autres agents de
chimiothérapie, I’analyse des métaphases Ph+ par techniques de cytogénétique
conventionnelle représente la « référence » pour juger de I’efficacité du traitement. Bien que
cette approche ne permette pas d’évaluer correctement I’expansion du clone leucémique,
PEICML recommande l’analyse des échantillons par la technique de PCR quantitative
uniquement quand les cellules leucémiques ne peuvent plus étre détectées par ces
techniques. Il peut étre considéré que 10% des cellules Ph+ en division ne peuvent étre
analysées. Chez des patients recevant continuellement de I’interféron alpha et pour lesquels
on peut constater une régression rapide de la maladie, 'EICML préconise des analyses par
la technique de PCR quantitative tous les trois mois. Ceci est également valable pour les

patients présentant des résultats de PCR+ de fagon réguliére. Mais, la premiére indication
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d’une augmentation des taux de transcrits étudiés doit amener a réaliser des analyses par la
technique de PCR quantitative sur des échantillons de sang toutes les semaines, afin de

pouvoir juger rapidement d’une progression effective du clone leucémique.

Concernant les résultats de PCR obtenus aprés une « quantification» de la maladie
résiduelle, plusieurs questions peuvent se poser. L’augmentation du nombre de transcrits
étudiés est-il proportionnel a une augmentation du nombre de cellules leucémiques, et donc
a une expansion du clone leucémique ? Ou, celle-ci correspond- elle a une augmentation du
taux de transcription du géne de fusion bcr-abl ? Si tel est le cas quels sont les mécanismes
qui en régissent le controle ? Finalement, est-il possible de ne prendre en considération

qu’un nombre de transcrits pour définir la rémission ou la rechute d’un patient ?

Il est donc clair que I’exploitation correcte des résultats d’un suivi de maladie résiduelle par
la technique de PCR nécessite non seulement une standardisation des techniques et des
protocoles utilisés pour que des études multicentriques soient possibles, mais également une
meilleure compréhension, une meilleure maitrise des mécanismes biologiques qui sont a

Iorigine du développement d’une LMC ou d’une LAL Ph+.
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280 | Philadelphia (PH1) Negative Chronic Myeloid Leukemia
(CML): Good Correlation Between Molecular and In Situ
hybridization (FISH) in 15 Cases

C. Preudhomme, V. Soenen, N. Henic, K. Azzouzi, J.L. Lai, F. Vasseur,
F. Bauters, A. Cosson, P. Fenaux. CHU Lille France

. CML is characterised by the presence of a PH1 chromosome in 95% of
' cases. At our institution, 563 karyotypes were performed between January

1981 and January 1996 for suspicion of CML (after excluding patients (pts)

- who fullilled criteria for chronic myelomonocytic leukemia or who had extensive

myelofobrosis). 15 pts (3%) had no PH1 chromosome: 14 pts had normal

; karyotype and one had a t (5;12) (g32;p12). b2a2, b3a2 (M-bcr) and etla2 (m-

ber) fusion transcript were searched by RT-PCR performed on blood leukocytes.
The ABL gene primer was localised on a3 exon. FISH analysis was performed in
parallel on cytogenetic material using M-bcr and ABL cosmids probes (ONCOR).

. In pts with negative RT-PCR and/or FISH result, we performed Southern-blot
+ analysis with BCR 1 and BCRu probes (ONCOR) that can be detect M-ber
. rearrangement. 5/15 pts had positive results and we observed a complete
1 correlation between the techniques used. All the positive pts had b2a2 or b3a2

transcript and no e1a2, b2a3, b3a3 t’__ranscript was detected. The 5 positive pts
had normal karyotype. No significant differences between BCR+ and BCR- pts
were observed for sex ratio, edsinophil or basophil count, platelet count, hb

* levetl and % of BM erythroblasts. A significant difference was observed for age
. median age 51, range (37-71) for BCR+ vs median age 69 (39-81) for BCR—

cases, leukocytes median 103 giga/i range (91-308) for BCR+ vs median 40

giga/l range (19-360) for BCR— cases. 4/10 pts BCR— had platelet counts <

100 giga/l vs 0/5 BCR+. Finally 5/10 BCR— had dysmyelopoesis vs 0/5 BCR+.
In conclusion: this study shown that Ph1 negative BCR + CML are very rare (<

2%). RT-PCR or FISH have similar sensitivity for the diagnosis of Ph1 negative

CML, and confirm that BCR+ and BCR— pts have different clinical and biological

- characteristics.
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Absence of BCR-ABL Rearrangement (with m-bcr Breakpoint) in Chronic
Myelomonocytic Leukemia

Chronic myelomonocytic leukemia (CMML) is a clonal hema-
topoietic disorder with features of both myelodysplastic and
myeloproliferative syndrome (1-3). Although N-RAS, C-FMS
and P53 genes are found mutated in about 30, 10 and 5%
of CMML cases, respectively, little is known of the genetic
mechanisms leading to the development and progression of
CMML. The Philadelphia chromosome (Ph) and BCR-ABL
rearrangement in the major breakpoint cluster region (M-bcr),
leading to b, a,, or by a, mRNA (by fusion between exons b,
or by on BCR gene and exon a, on ABL gene) and to P,
fusion protein (P,;, BCR-ABL), which are characteristics of
chronic myeloid leukemia (CML), are not found in CMML (4).
In the Ph chromosome found in some acute lymphoblastic
and less often myeloid leukemias (ALL and AML), the break-
point in the BCR gene generally occurs in the minor breakpo-
int cluster region {m-bcr), resulting in e;a, mRNA (by fusion
between exon 1 of BCR gene and exon a, of ABL gene), and
in a P,oq BCR-ABL fusion protein.

Very rare cases of Ph-positive CML with m-bcr rearrange-
ment (P,50 CML) have been reported, and they were recently
reviewed by Melo et al. (5) who also added a new case. In
all five reported cases, intermediate features between CMML
and typical CML were seen: consistent and significant mono-
cytosis, resembling CMML, but also basophilia, a high per-
centage of immature granulocytes, and low NAP score, more
suggestive of CML. The authors also noted that all previously
published cases of m-bcr Ph-positive AML had a monocytic
comment. This suggested a possible link between P,q, BCR-
ABL and monocytic invoivement in myeioid proliferations.
Thus Melo et al. (5) raised the possibility that some cases of
CMML (which is also a myelomonocytic proliferation) may
have an m-bcr rearrangement.

We looked for both M-bcr rearrangement by PCR in 36
cases of CMML diagnosed according to FAB criteria. In those
patients, median age was 73 years (range 64-82), median cir-
culating WBC count was 16.3 x 10%/! (range 7-43), median
circulating monocytes 3.6 x 10%/1 (range 1.9-21), and mono-
cytes accounted for 21 to 48% of the differential count. No
basophilia was found in any patient. Circulating immature
granulocytes were seen in 25 (70%) of the patients, their per-
centage never exceeding 10%. The NAP score was not deter-
mined in any case. Karyotype, performed in all patients, found
no Ph chromosome. PCR analysis of M-bcr and m-ber
rearrangement was made on RNA obtained from circulating
or marrow leukocytes, with the methods we used in a previous
report (6). Briefly, the cDNA was obtained from RNA by
MMLV  reverse transcriptase. The cDNA was amplified
between B, and A, primers, specific of b, and a, exons
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respectively, for M-bcr  rearrangements.  Amplification
between B, and A, primers, specific for e, and a, exons,
respectively, was made for m-bcr rearrangements. In order to
avoid false negative results, the following control reactions
were performed in parallel: (i) amplification of cDNA for c-
abl gene, using primers A, and A, (another primer on c-abl
gene); (i) amplification by B, and A, of K562 cell line, which
carries an M-bcr rearrangement, and by B and A, of a case
of Ph-positive ALL with m-BCR rearrangement, obtained from
our previous report (6). We took the same precautions as in
this report to avoid contamination leading to false-positive
results.

Neither M-bcr nor m-ber rearrangement was seen in any of
the 36 cases of CMML studied. The absence of M-bcr
rearrangement in CMML confirms previous results (4). On the
other hand, no study of m-bcr rearrangement had been perfor-
med until now in CMML, to our knowledge. The absence of
m-ber in our patients does not support the hypothesis made
by Melo et al. (5) that some cases of CMML could correspond
to Ph-negative m-bcr positive myeloproliferative disorders and
could thus be Ph-negative counterparts of the rare patients
these authors reported. On the other hand, more systematic
analysis of m-bcr rearrangements in Ph-negative M-BCR-nega-
tive CML (4), and ‘atypical’ CML (7), which are often associ-
ated with monocytosis, would be justified and could perhaps
help clarify the relationship of these myeloproliferative dis-
orders with typical CML and with CMML.
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Reply to Henic et al.

We read with interest the letter from Henic et al. (1). We do
not think there is any discrepancy in their data and ours (2).
Conventionally chronic myelomonocytic leukaemia (CMML)
is always Philadelphia (Ph)-negative. Very rare cases of
Ph-positive chronic myeloproliferative disorders have a
P19QBCR-48L gane, and we have shown that these cases have
some features in common with CMML. Thus one would not
expect to find evidence of Ph positivity or a BCR-ABL gene
among 36 cases of CMML studied by Henic et al., although
one or more cases of Ph-positivity might be found among say
1000 CMML patients. Henic ef al’'s data do nevertheless
reinforce our suggestion that a P1908<®B type of rearrange-
ment should be tested for, particularly in patients with atypical
features intermediate between chronic myeloid leukaemia
(CML) and classical CMML.
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Les LAL avec t(9:22) et t(1;19) sont associées aux transcrits
chiménques BCR-ABL et E2A-PBXI et sont de trés mauvais
pronostic. Le dépistage de ces LAL est donc trés important. C'est
pourquoi, dans ce travail, nous avons comparé 2 méthodes de
diagnostic : le caryotype et la biologie moléculaire.

Entre juillet 1992 et septembre 1994, 76 LAL du protocole
EORTC 58881 ont été inclus dans cette étude. L'analyse
immunophénotypique des blastes fut interprétable chez 71 pts.
Un phénotype T a été retrouvé chez 12 pts (17%), B chez 58 pts
(82%), nul chez 1 pt. L'analyse du caryotype sur moelle a donné
les résultats suivants : 2 t(9;22), 3 t(1;19), 21 hyperdiploidies,
25 caryotypes normaux, 19 autres anomalies et 6 échecs.
L'analyse moléculaire a ét¢ réalisée par technique de RT-PCR.
L'ARN a été extrait des cellules médullaires et/ou sanguines. .
Apres rétrotranscription effectuée a l'aide d'hexanucléotides, 4
réactions de PCR ont été réalisées en paralléle a l'aide d'oligo
nucléotides spécifiques permettant I'amplification d'une part de
l'ensemble des transcrits BCR-ABL (ela2, b2a2 ou b3a3)
caracténisant la t(9;22) et des transcnts E2A-PBX|1 caracténisant
le t(1;19) et d'autre part des transcnts normaux ABL servant de
controle interne de rétrotranscription. Les lLignées TOMI
(A.Hagemeyer), K562, [ARC 318 (G.Lenoir) servant
respectivement de controle positif d'amplification par les
transcrits ela2, b2a2, et E2A-PBX1. La lignée CEM a ét¢
utilisée comme contrdle négatif. Aprés 35 cycles de PCR, les
produits d'amplification ont ét¢ déposés sur un gel d'agarose 2%
coloré au BET. Un transcnt BCR-ABL (el-a2) a été retrouvé
uniquement chez les 2 pts avec t(9;22) et un transcrt E2A-PBX 1
a €té retrouvé 5 fois, inc.uant les 3 pts avec t(1;19) et 2 autres
pts présentant soit un échec de caryotype, soit un caryotype
normal.

En conclusion, en accord avec la littérature, nos résultats
confirment que la fréquence des transcnts BCR-ABL (3%) et
E2A-PBXI1 (8%) est faible dans les LAL de I'enfant, mais qu'une
recherche de ceux-ci doit étre effectuée en particulier lorsqu'il
existe un échec de caryotype ou un caryotype normal.comme
cela a été précédemment démontré dans les LAL de 'adulte.
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RNA for reverse PCR analysis can be obtained from bone marrow cells prepared for
cytogenetic analysis and stored at —20° C for several years

Detection of chromosome translocations at the molecular
leve! by PCR analysis in hematological malignancies generally
cannot be made from DNA but requires RNA. It is generally
considered that obtainment of good quality RNA for PCR
analysis from frozen cells is only possible if cells have been
directly frozen at —=80° C or in liquid nitrogen. It is also poss-
ible to extract RNA from paraffin-embedded tissues.' In our
experience, however, RNA can be obtained from cells pre-
pared for cytogenetic analysis and frozen in a fixative solution
—-20° C, for several years.

Bone marrow samples were collected for cytogenetic analy-
sis at diagnosis in three cases of Philadelphia (Ph)-positive
acute lymphoblastic leukemia (BCR+ ALL) in 1982, 1983 and
1989, respectively, and two cases of Ph-positive chronic
myeloid leukemia (BCR+ CML) in 1985 and 1987. One milli-
liter of bone marrow (containing approximately 10 million
cells) was cultured for 24 h in RPMI with 20% fetal calf serum,
then treated by colchicin (lo a final concentration of
0.09 g/ml) for 1 h, followed by treatment with a hypotonic sol-
ution (0.3% KCI, 0.5% Natrium-citrate; pre-warmed at 37° C)
for 20 min, and cells were finally kept in a freshly prepared
fixative solution (methanol : acetic acid 3 : 1) at -20° C.

For RNA extraction, frozen fixed cells were washed twice
in a solution of 1% PBS (0.13 m NaCl; 8 ma Na,HPO, ,H.O;
0.87 mm KH,PQO,; 2.68 mm KCI) followed by centrifugation at
15000 r.p.m. for 20 min at 4° C. Total RNA extraction was
made using RNA QUICK It solution (Bioprobe Systems, Mont-
reuil, France) according to Chomczynski and Sacchi.? Total
RNA was then resuspended in 12 ul of diethylpyrocarbonate
(DEPC)-treated water; 10 ul were electrophoresed on a 0.8%
agarose gel stained with ethidium bromide, and compared
with a control total RNA extracted from fresh bone marrow
cells by the same method of total RNA extraction (Figure 1).

Ph chromosome leads to BCR-ABL fusion gene. Two differ-
ent breakpoint cluster regions (bcr) in the BCR gene are found:
major ber (M-ber) principally observed in CML but also in
some ALL, and minor bcr (m-bcr), characteristic of ALL. In the
former, either of exons b2 or b3 of BCR is coupled to ABL
exon 2 (b3-a2 or b2-a2 junction), whereas in the latter, the
first exon of the BCR gene is spliced to the second exon of
the ABL gene (el-a2 junction).’ In this work, the retro-
transcription was done with ABL-RT primer, specific to exon
2 of ABL (Figure 2). Two microliters total RNA resuspended
in DEPC-treated water were mixed with 50 msm Tris-HCl pH
8.3, 40 mam KCI, 6 mm MgCl,, 1 mm dithiothreitol (DTT),
1 mg/ml bovine serum albumin (BSA), 2.4 mw dNTP, 15 pmol
of ABL-RT primer in a final volume of 10 ul. After 5 min at
70° C, 200 units MMLV reverse transcriptase (Gibco BRL,
Cergy-Pontoise, France) was added and the mixture incubated
for 1 h at 37°C. For PCR amplification, 1 ul ¢cDNA was
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Hopital A Calmette, Boulevard du Professeur Leclercy 59037 Lille
Cédex, France
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Figure 1 Verificatton of RNA qualing fanes Uand 5. ladder; lane
2, RNA extracted 1rom a BOR+ ALL <ampie coltected in 1982 lane
3, RNA extracted from a CML sample colleared i 1985 lane 4, con-
trof RNA extracted trom tresh hone mareon cotls pellets, RNA extrac-
tions were made by RNA QUICK !

diluted in a final solution containing 15 pmol of each primer,
20 mm Tris-HCT pH 8.6, 1.5 ma MgCl 50 ma KCL 0.25 units
Tag polymerase (Appligene, Hikirch France). Each reaction
was then overlaved with 15 wl of muneral oil. Three reactions
were carriedd out in parallel one with primers Al, A3, Ad, one
with primers A1 and B1 (M-bcr regiont and one with primers
Al and B35 tm-ber region) ifigure 21 Amplitication was pertor-
med in an automated thermocvcler (PHC 2, Techne, Princeton,
NJ, USA). Atter denaturation at 94" C (10 miny, 35 cycles of
94° C denaturation step (1 mini, 72 C annealing elongation
step (3 min), followed by a tinal elongation at 72° C (10 min)
were performed. After amplitication, T ul aliquots of the reac-
tion product were run on a 2%, agarose gel stained with ethid-
ium bromide. With primers AT, A3 Ad two bands of 251 bp
IAT-Ad) and 235 bp iAT-A 3 could be ohserved; with primers
A1-B1, two bands of 392 bp and 317 bp, corresponding to
h3a2 or b2a2 transcripts respecively, could be observed: with
primers A1-B3, one band o1 136 hp was observed, corre-
sponding to el-a2 transcripts.’

As seen in Figure 1, the total RNA electrophoretic pattern
of the five cases studied was identical to the one obtained in
the control. The expected BCR-ABE mRNA could be amplified
by RT-PCR in the five cases of BOR+ ALL and CML, but results
were negative when 1 gl of T meml RNAse was added
(15 min at 37¢ C) just betore the retrotranscription step and
when the retrotranscription step was omitted, demonstrating
that only the RNA was amplined higure 3. The size of the
BCR-ABL fragment amphiicd was i agreement with the
expected size deduced from MmRNA sequences,

Fixation of living cells, usuallv with chemical agents, 1s
made to preserve their structural and:or chemical components
for subsequent study. Alcohol and acetic acid are the two
components of Carnov's tuid cwhere they are combined in a
321 proportion) which is one of the most reliable and widely
used fixatives for the preservation of chromosomes.® For the
study of chromasome morphology, the use of acidic fixatives
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ABL-RT

5 AACGAAAAGGTTGGGGTC

Al S TCACTGGGTCCAGCGAGAAGGTTTTGGTTGGAGTT

A3 5" CGAGCCGGGCCTGAGCCGGGCCCGGACCGA

A4 5 TTTATGGGGCAGCAGCCTGGAAAAGTACTTGGG

Bl 5 AGCATGGCCTTCAGGGTGCACCAGCCGCAACGGCAA

BS 5" CAAGACCGGGAGATCCCCTGGGGCCCAAC

A4 I
A3 —
ABLI ABL2
- —--————
Al ABL-RT
Bl
B2 B3 ABL2
Al ABL-RT
BS
-
El ABL2
Al ABLRT

Figure 2 Sequence and localization of the primers used
is important because they maintain the chromosomes in a
highly precipitated form, suitable for staining and microscopic
study, but they do not necessarily preserve the chemical . o o
organization of the cell. Alcohols denature proteins and dis- ~ Figure3 ~ Amplification of cDNA for BCR-ABL chimeric messen-

solve many organic molecules. Acetic acid precipitates
nucleoproteins and dissolves most of the cytoplasmic proteins.
In general, acetic acid fixes those proteins, where the pl is
near the pH of the acid. The bound water of the protein disap-
pears leading to loss of electric charge and precipitation of
nucleoproteins that render them insoluble, whereas highly
hydrated structures such as aucleic acids may not be degra-
dated.’

These reasons may explain why it is possible to amplify by
RT-PCR total RNA extracted from cell suspensions treated for
cytogenetic analysis and kept for several years in a fixative
solution (methanol : acetic acid 3:1) at —20°C. As many
Cytogenetic laboratories have generally kept such frozen sus-
pensions from their patients, this should allow the retrospec-
tive analysis of different chromosome translocations by RT-
PCR.

ger. (a) Ampilification of cDNA using primers A1, A3, A4. M, ladder;
lanes 1, 2, H,O control; lanes 3, 4, 5, RNA extracted from a CML
sample collected in 1985; lanes 6, 7, 8, RNA extracted from a BCR+
ALL sample collected in 1982. RNA extractions were made by RNA
QUICK lI. Lanes, 2, 4, 7, suppression of the retrotranscription step;
fanes 5, 8, 1 ul of RNAse (1 ug/ul) was added just before the retro-
transcription step. (b) Amplification of cDNA using primers A1-B5. M,
ladder; lanes 1, 2, H,O control, lanes, 3, 4, 5, RNA extracted from a
CML sample collected in 1985; lanes 6, 7, 8, RNA extracted from a
BCR+ ALL sample collected in 1982. RNA extractions were made by
RNA QUICK {l. tanes 2, 4, 7, suppression of the retrotranscription
step; lanes 5, 8, 1 ul of RNAse (1 ug/ul) was added just before the
retrotranscription step. (c) Amplification of cDNA using primers Al-
B1. M, ladder; lanes 1, 2, H,O control; lanes 3, 4, 5, RNA extracted
from a CML sample collected in 1985; lanes 6, 7, 8, RNA extracted
from a BCR+ ALL sample collected in 1982. RNA extractions were
made by RNA QUICK Il. Lanes 2, 4, 7, suppression of the retro-
transcription step; lanes 5, 8, 1 ul of RNAse (1 ug/ul) was added just
before the retrotranscription step
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We prospectively performed repeated cytogenetic and PCR monitoring of residual disease in all cases
Ph positive of chronic myeloid leukemia (CML) allografted with non T cell depleted marrow at our
institution over a period of 8 years. Thirty eight patients who survived the immediate post transplant
period could be analyzed (median of 3 cytogenetic analyses/patient, examining 100 mitoses, and 4
PCR analyses/patient). Seven of the 38 patients had a hematological relapse (which was ex-
tramedullary in one case) and one a purely cytogenetic relapse, possibly stabilised by interferon treat-
ment. Within 6 months of transplant, Ph positive mitoses were seen in 2 patients, and positive PCR
in most cases, without implying subsequent relapse. Six of the 32 patients analyzed cytogenetically
more than 6 months nest traneplant hed Ph positive mitoses on at least one occasion: 5 had a hema-
tological relapse within 7 months of positive cytogenetic analysis, and the remaining patient, treated
by interferon remained in purely cytogenetic relapse. (The extramedullary relapse was not preceded
by a positive marrow karyotype).

Eight of the 38 patients had positive PCR findings on at least one occasion more than 6 months
post transplant. Seven relapsed (6 hematological relapses including the extramedullary relapse, and
1 cytogenetic relapse) after 3 to 20 months, but the remaining patient remained in CR 36 months later,
with negative PCR. The 30 patients who never had positive PCR findings remained in CR. In this
relatively large series of patients, we found a good correlation between PCR findings more than 6
months post transplant and remission or relapse status. Cytogenetic follow up was useful in the pres-
ence of positive PCR results, as positive cytogenetic findings in this situation indicated imminent
hematological relapse, justifying rapid therapeutic intervention in order to prevent it.

Key Words: Predictive Value
Bone marrow transplantation

Cytogenetics Molecular foliow up -
Chronic myelogenous leukemia

Chronic myelogenous leukemia (CML) is character-
ized, in more than 95% of the cases, by translocation
(9:22) (Philadelphia (Ph) chromosome) between the

Address for correspondence: Dr. C. PREUDHOMME, Labo-
ratoire d'Hématologie, CHU, Hépital Calmette, Bd Leclercq, 59045
Lille, France. Supported by the Centre Hospitalier Universitaire of Lille,
France
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ABL protooncogene on chromosome 9 and the BCR gene
on chromosome 22'. Ph positive CML expresses a BCR-
ABL chimeric mRNA in which either the exon 2 (b, a,
Jjunction) or the exon 3 (bs;a, junction) of the major break-
point cluster region of the BCR gene are spliced to exon
2 of the ABL gene. Amplification of the chimeric BCR-
ABL m-RNA by the polymerase chain reaction (PCR) is

192



266 C. PREUDHOMME ET AL

a very sensitive technique for the detection of minimal
residual disease after treatment in CML, which can detect
1 abnormal cell in 10* to 106 cells.2-8

Although treatment with alpha interferon may prolong
survival in CML, allogeneic bone marrow transplantation
is the only known curative treatment of Ph positive CML.%
In many cases, the mechanism of cure afterallogeneic BMT
is not only disease eradication associated with the bone
marrow ablative conditioning regimen, but also a more-
progressive antileukemic effect of the donor marrow (graft
versus host leukemia) which probably explains why resid-
ual disease can be detected by PCR in most CML patients
during the first 6 to 9 months following BMT without pro-
ducing subsequent relapse.>-® Later PCR positivity is as-
sociated with a higher risk of relapse but, because in several
series a variable number of PCR positive cases have
enjoyed prolonged remissions, the test is often considered
to have little predictibility in individual patients.2-9
Cytogenetic analysis, on the other hand, is considered to
have relatively limited interest in the monitoring of resid-
ual disease in CML, because it only has a 1 to 3% sensi-
tivity for the detection of Ph chromosome.?

We report here our experience with repeated cytoge-
netic and PCR analysis after allogeneic BMT in 38 CML
patients, showing the practical importance of these exam-
inations in the follow up of CML.

PATIENTS AND METHODS
Patients

Between September 1985 and February 1993, 52 patients
consecutively allograftad for Ph positive CML at our cen-
ter were prospectively studied after transplant. Fourteen of
them could not be analyzed because of early death (13
cases), and follow up in another city (1 case). The remain-
ing thirty eight cases were serially analyzed by cytogenet-
ics and PCR analysis of the BCR-ABL transcript. Thirty
two of them were transplanted in first chronic phase, 1 in
second chronic phase, 2 in accelerated phase, and 3 in blast
crisis. Median age was 37 (range: 17 to 51), and M/F was
1.5. The conditioning regimen was total body irradiation
(TBI) + cyclophosphamide (Cy) in 28 patients, and
Busulfan (Bu) + Cy in 10 patients. The donor was an HLA
identical MLC negative familial sibling in 32 cases, and an
HLA identical MLC negative unrelated donor in 6 cases
(Table 1). No T cell depletion of transplants was performed.
Graft versus host disease (GVHD) prophylaxis was made
by cyclosporin A and methotrexate. Early PCR results of
the first patients tested have previously been published.¢

Cytogenetic analysis

Cytogenetic analysis was performed on bone marrow cells
at diagnosis and during evolution, after a 24h in vitro cul-

ture without stimulation. Chromosomes were identified by
RHG and GTG banding. At least 100 mitoses were ana-
lyzed before concluding to the absence of Ph chromosome.

PCR analysis

PCR analysis was performed on RNA generally obtained
from circulating leukocytes, and rarely from marrow
samples.

¢DNA preparation.

RNA was extracted using the guanidine cesium chloride
gradient technique. The cDNA was obtained by MMLV
reverse transcriptase. 1 g total RNA was mixed with 50
mM Tris-HCl pH 8.3, 40 mM KCl, 6 mM MgCI2, ImM
dithiothreitol (DTT), 1 mg/ml bovine serum albumin
(BSA), 2.5 mM each dNTP, 15 pmol of the primer
ABL-RT in a final volume of 10 pl. After S min at 70°C,
200 units MMLYV reverse transcriptase (Gibco, BRL) was
added and the mixture incubated | h at 37°C.

PCR amplification

The names, nucleotide sequences, and position of the
primers used in this work are listed in Figure 19, For the
first PCR step, 1 pl cDNA was diluted in a 10l final so-
lution containing 15 pmol of each primer, 20 mM Tris-
HCl pH 8.6, 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0.25 units Taq
polymerase (Stratagene, La Jolia, CA, USA). Each reac-
tion mixture was then overlayed with 15 pl of mineral oil.
Two reactions were carried out in parallel. One with
Primers A1, A3, A4 (this reaction served as amplification
control), and one with pnmers Al and B1. Amplification
were performed in an automated thermocycler (Techne
PHC2, Cambridge UK). After denaturation at 94°C (7
min), 34 cycles of 94°C denaturation step (1 min), 72°C
annealing elongation step (3 min), followed by a final elon-
gation at 72°C for 7 min were performed.

After amplification, 7 pl aliquots of the reaction prod-
uct were run on a 2% agarose gel in Tris/borate/EDTA
(TBE) buffer. Gels were stained with ethidium bromide
and photographed. With primers A1-A3-A4, two bands
can be observed, at 251 bp (A1-A4) or 235 bp (A1-A3).
With primers A1-B1, two bands can be observed, at 392
bp or 317 bp, corresponding to b3a2 or b2a2 transcripts
respectively; in this reaction, the positive control RNA was
a dilution of 0.01 pg total RNA form K562 cell line in 10
g of total RNA from CEM cell line. When no bands were
observed after the first step of PCR with Al and Bl
primers, a second PCR step was performed with A2 and
B2 primers. An aliquot (0.1 pl) of the first step PCR prod-
uct was mixed in a final volume of 10 pl with 20mM Tris
HCI pH 8.3, S0mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM each
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Table 1 Clinical status of patients

Time from Regimen Donor
Patients Age Disease diagnosis to (TBI or (unrelated or GVHD GVHD
Patients (vears) Sex stage BMT (months)  Busulphan) Risk familial) acute chronic Relapse
1 36 F (o 180 TBI L F Y Y N
2 42 F C 18 TBI L U Y Y N
3 39 F C 15 TBI H U N N N
4 23 M C 37 TBI L F N Y Y
5 47 M C 9 Bu L U N N N
6 44 M C 7 TBI H F Y N N
7 40 F C 72 TBI L U Y Y N
8 39 M C 24 TBI L F N N Y
9 17 M C 5 TBI I F Y Y N
10 20 M C 14 TBI L F N N N
11 20 M C 11 Bu I F N Y N
12 43 M C 20 Bu L F N Y N
13 23 M C 10 TBI H F N Y N
14 27 M AP 11 TBI I F N N Y
15 38 M AP 6 TBI L F N N N
16 39 M ACC 15 TBI L F Y Y N
17 42 M C 10 TBI L F Y Y N
18 44 F C 13 TBI L U Y Y N
19 41 M C 8 TBI L F N N N
20 41 M C 44 Bu L F N Y N
21 40 F C 24 TBI L F Y Y N
22 27 F C 11 TBI L F Y Y N
23 38 M C 15 TBI L F Y Y N
24 43 F C 19 TBI L F Y Y N~
25 27 M ACC 9 Bu L F N Y Y
26 2] M C 22 TBI L F N N Yt
27 28 F C 20 TBI I F Y Y N
28 33 F C 10 TBI H F Y Y N
29 43 M C 28 TBI L F N N N
30 35 M C 6 Bu 1 F N N Y
31 36 F C 18 TBI L u N Y N
32 26 M C 22 Bu L F N Y N
33 47 M C 36 TBI I F N N N
34 19 M C 23 Bu L F Y Y N
35 35 F AP 30 TBI I F Y Y Y
36 37 F C 23 Bu L F Y Y N
37 Si F C 19 Bu L F N N N
38 36 F C 14 TBI L F Y Y N

abbreviations: C: chronic phase ("C: second chronic phase): AP: acute phase: ACC: acceleration phase; Risk: according to Sokal's score (Blood. 1985, 66, 1352); L: low: I: intermediate; H: high: Y:

yes: N: no; t: cytogenetic relapse (otherwise, hematological relapse).

dNTP, 15 pMol of each primer A2 and B2 and 0.25 unit
of the same Taq polymerase. Parameters used for denatu-
ration, annealing and elongation were identical to those of
the first step. In this second step, the positive control was
a dilution of 0.001 pg RNA from K562 in 10 pg of total
RNA from CEM.

In our hands, this PCR technique could detect 1 abnor-
mal K562 cell in 104 CEM cells after one round, and 1 in
10¢ after two rounds. In order to minimize contamination
problems, the following precautions were taken: (1) the
PCR experiment was kept in a separate room from the lab-
oratory where RNA preparation was performed and where
the PCR products were analyzed; (2) all reagents used in
the PCR were prepared, aliquoted, and stored in an area
that was free of PCR-amplified products; (3) pipet tips
with filter paper were used; (4) two negative controls, one

with no RNA and one with RNA obtained from CEM cell
line were assayed.

RESULTS
Hematological and cytogenetic follow up

Follow up after transplantation ranged from 6 to 98 months
(median 56). Acute and chronic GVHD were observed in
18 and 25 patients, respectively. Six patients had a hema-
tological relapse, after 9, 15, 20, 27, 28 and 56 months, re-
spectively and one (n°26) had a cytogenetic relapse after
69 months. Three of the relapsing patients (n°14, 30, 35)
rapidly died, two patients (n°4 and 26) received alpha in-
terferon, and two patients (n°8 and 25) have just received
leukocyte infusions from their donor.

During follow up, cytogenetic analysis was done in 37
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Ab! RT §'- AACGAAAAGGTTGGGGTC-3

Al 5-TCACTGGGTCCAGCGAGAAGGTTTTCCTTGGAGTT-3
A2 5-CTCAGACCCTGAGGCTCAAAGTCAGATGCTA-3'
A3 5-CGAGCCGGGCCTGAGCCGGGCCCGGACCGA-3'
A4 S-TITATGGGGCAGCAGCCTGGAAAAGTACTTGGG-3'
B1 5-AGCATGGCCITCAGGGTGCACAGCCGCAACGGCAA-3'
B2 5-GTTCCTGATCTCCTCTGACTATGAGCGTGCA-3'
As
A3
ABL 1 ABL 2
¢ A1l Abl RT
Abl mRNA
B1
- B2
-
A2 PR il
Al Abl RT

BCR - Abl mRNA (8,5 kb)

Figure 1 Primers used for PCR analysis of BCR-ABL rearrangement.

patients (median 3 analyses/patient). Twenty three of the
25 patients examined within 6 months of transplantation
had a normal karyotype. In the 2 remaining cases, 1/130
(patient n°28) and 5/40 (patient n°26) Ph positive mitoses
were seen. The karyotype was subsequently found to be
normal in those 2 patients, but patient n°26 eventually had
a cytogenetic relapse. A positive cytogenetic analysis was
found in 6 of 32 patients analyzed more than 6 months post
transplant. Five of them had a hematological relapse, 1, i,
I, 6, and 7 months, respectively, after cytogenetic relapse
whereas patient n°26 was still in hematological remission
12 months after the positive analysis, but after having been

treated with alpha interferon since the diagnosis of cyto-
genetic relapse. Bone marrow karyotype was normal 1
month before relapse in the remaining patient who had a
hematological relapse (patient n°35), but in this patient, the
relapse was extramedullary, as previously published.!!

PCR analysis

PCR analysis was performed on 2 to 7 occasions (median
4) in the 38 patients. Ten of the 14 patients analyzed within
6 months of transplant were positive on at least one occa-
sion. Four of the 10 positive cases subsequently had a
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hematological relapse but six remained in hematological
and cytogenetic remission. Beyond the first 6 months of
the post transplant period, 30 of the 38 patients always had
PCR negative results (median 3 analyses/patient) and none
of them relapsed. A positive PCR result on at least one oc-
casion was seen in 8 patients, of whom 7 had a subsequent
hematological (patients n°4, 8, 14, 25, 30, 35) or cytoge-
netic patient (n°26) relapse, 3 to 20 months after the first
positive PCR. The last patient (n°23) had positive PCR
findings with normal karyotype 35 months after trans-
plant, but subsequently had negative PCR findings, and
did not relapse. The positive sample, in this patient, was
among the few marrow samples we analyzed by PCR
(Figure 2).

No concomittant Ph positivity-PCR negativity was ob-
served. Ph negativity PCR positivity was often observed
in the early post transplant period, but was seen after 6
months in 3 cases only, including patient n°4 whose kary-
otype became positive 13 months later, just before hema-
tological relapse patient n°23, who subsequently had
negative PCR findings, and patient n°35 who had a rapid
extra medullary relapse.

DISCUSSION

As in previous reports, we found that, in most allografted
CML patients, PCR analysis was generally positive in the
6 months post transplant and that this was not an indica-
tor of subsequent relapse if PCR results subsequently be-
came negative.2® The prognostic value of positive PCR
results more than 6 to 9 months after non T cell depleted
allogeneic bone marrow transplantation (“late™ positive
PCR) in CML remains more controversial. In some series,
although a statistical correlation between late positive
PCR and subsequent relapse was seen, positive findings
in a given patient were not always associated with subse-
quent relapse.2358 In other studies, persistent late positive
PCR (on at least two examinations) was generally associ-
ated with rapid relapse, but positive PCR seen on only one
occasion was compatible with prolonged remission.4’ In
our series, one of the largest published so far, PCR was
found to be positive more than 6 months after transplant
in 8 patients, and 7 of them had a hematological (6 cases)
or cytogenetic (1 case) relapse, within 3 to 20 months of
the positive PCR analysis. The remaining patient with a
late positive PCR did not experience relapse with a follow
up greater than 3 years. With this exception, a very good
correlation between late positive PCR and subsequent re-
lapse was seen.

One could argue that the better correlation we observed
between late positive PCR findings and relapse by com-

parison with some earlter studies was due to the fact that
we generally performed PCR analyses on peripheral
blood samples instead of bone marrow. For example, in
CML patients treated with interferon, Opalka et al.i?
noted a more rapid disappearance of abnormal bands (by
Southern blot analysis) in the peripheral blood than in the
bone marrow. A better sensitivity of marrow examination
for the detection of residual disease was also suggested
in B cell lymphoma!3 and Ph negative ALL.'* However,
concordant blood and marrow PCR results have been ob-
tained recently in CML by Lin er al in a large series of
patients. !5

Our findings also suggest the interest of combining cy-
togenetic analysis of a large number of mitoses (a tech-
nique with relatively low sensitivity) to PCR (a highly
sensitive technique) in the follow up of CML after trans-
plant. Positive late cytogenetic findings, even in a minor-
ity of mitoses, were always associated with a rapid
hematological relapse, (except in the patient who was im-
mediately treated with interferon). On the other hand, late
positive PCR associated with negative cytogenetic find-
ings (in 100 mitoses examined) were not immediately fol-
lowed by hematological relapse (at least in the bone
marrow), allowing for close molecular and cytogenetic
monitoring before taking any therapeutic decision. Indeed,
treatments aimed at eradicating minimal residual disease
in CML, including donor leukocyte transfusions and pos-
sibly interferon, may in fact be more efficient before the
onset of hematological relapse.®!6 However, they are not
without risks, and should not be administered in the ab-
sence of a high probability of relapse. Competitive PCR
may also prove useful'? for making a treatment decision
and, like other groups, we are currently developing this
technique in our laboratory.
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Frequency of molecular elimination of Ph1 clone in chronic myelogenous leukemia

(CML) with interferon alpha

Allogeneic bone marrow transplantation currently appears to
be the only curative treatment of CML, capable of eradicating
the Ph1 clone. However, treatment with interferon alpha can
also induce significant reduction of the Phl clone in two
thirds of CML and complete cytogenetic remissions are
observed in about 15% of cases.'

Analysis of minimal residual disease by reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR), in patients who achieved
cytogenetic CR, has shown persistence of BCR-ABL transcript
in most but not all cases.? Indeed, in a recent issue of Leuke-
mia, Ishiyama et aP reviewed 12 published cases of CML tre-
ated with interferon alpha with negative RT-PCR for BCR-ABL
fusion RNA. However, in those 12 patients, two cases were
positive after two-step PCR (ie the two patients of Dhingra et
al), only one negative PCR analysis was reported in three pat-
ients (the patients reported by Opalka, Martiat and
Malinge?3%), another patient obtained negative RT-PCR find-
ings only after treatment with high-dose Ara-C {patient of Rege
Cambrin”) and finally one of the patients of Bilhou-Nabera et
aP was a post-transplant relapse. Furthermore, the authors did
not report the incidence of molecular elimination of Ph1 clone
after treatment with interferon alpha in large published series,
and initial characteristics of the patients who obtained nega-
tive RT-PCR were not described.

Between 1988 and 1993 we treated 64 newly diagnosed
cases of Ph1 positive CML by recombinant interferon alpha
5 M Ul/m?/day during at least 6 months, with or without low-
dose Ara-C. Cytogenetic response (evaluated on at least two
examinations and analysis of 50 mitoses) was complete in
eight cases (14%). Six of those eight patients could be ana-
lyzed sequentially by RT-PCR for BCR-ABL fusion mRNA. In
those six patients, cytogenetic CR had been obtained after 7

to 24 months of interferon (median 9 months) and patients
were still on interferon, 12 to 42 months after achieving cytog-
enetic CR. A median of four RT-PCR analyses per patient
(range 3-9) was made. RNA was extracted from total blood
leukocytes. Using nested PCR after reverse transcription, the
sensitivity of our technique for BCR-ABL fusion transcript was
one K562 cell in 10 CEM cells. RT-PCR remained positive
(after one or two rounds) in four patients. in the remaining
two patients, PCR became negative after 19 and 34 months
of interferon, and has always remained so during 23 and 31
months after the first negative two-step PCR findings, respect-
ively (five and seven negative RT-PCR analyses were made in
those two patients, respectively). Both patients had low WBC
counts (<15000/mm?3), had no splenomegaly at presentation
and had a low Sokal index (below 0.8). One of them was
receiving low-dose Ara-C in addition to interferon.

if one takes into account only patients with negative two-
step RT-PCR, with at least two negative RT-PCR examinations,
and treated de novo {excluding patients with a prior allograft),
only six cases of molecular elimination of the Ph1 clone had
been previously reported, including four of the cases reviewed
by Ishiyama et aP and two cases recently reported by Liberati
et al'® (Table 1). Except in our study, the total number of pati-
ents treated with interferon alpha was not known; the number
of treated patients who achieved cytogenetic CR was known
in two studies: two of four and two of 10 patients, of those
patients respectively, achieved molecular CR. Apart from our
two patients, initial risk factors of patients who had no detect-
able BCR-ABL transcript were not known. In three cases, RT-
PCR was transiently positive during evolution and in one case,
the last PCR examination was found positive. This was attri-
buted, in one of the former cases, to lowering of the dose

Table 1 A review of previously reported cases whose BCR-ABL mRNA disappeared after {FN alpha therapy
Authors No. of patients  No. of patients No. of patients Age/Sex Treatment Time of PCR Number of negative PCR  Follow-up since first negative PCR
who received  with cytogenetic  with negative negativation  {months after onset of
IFN CR PCR (months) after tFN)
onset of IFN

ishiyama® NK NK 1 78M  IFN alpha 42 2(42.47) Transiently positive at 44 months
Liberati'® NK 4 2 NK iFN alpha 20 6(20.26.28.29.34.40) Became positive again at 54 months

25/F  IFN alpha 54 4(54 57.71,75) Transiently positive at 60 months
Bilhou-Naberag NK 10 2 54/M  iFN alpha k3 3(31.37.43) Follow up of 12 months

35M  IFN alpha 28 2(28,34) Transiently positive at 31 months
Oguma® NK NK 1 55M  IFN alpha + HU 41 2(41,43) Follow-up of only 2 months
Henic (this study) 64 8 e 27/M  IFN alpha 34 7(34.39.45.52,57.60.65) Foliow-up of 31 months

21/F  IFN alpha + low-dose 19 (19.29,34.38.42) Follow-up of 23 months

Ara-C

Only cases treated de novo, who received no intensive chemotherapy, where two-step PCR was performed, and where at least two PCR

examinations were negative are included.

aRT-PCR analysis performed in only six of the eight patients who achieved cytogenetic CR.

NK, not known;, HU, hydroxyurea.
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of interferon. In the remaining two published cases, RT-PCR
findings remained negative during evolution, but follow-up
was limited (three and two negative PCR examinations,
respectively).

In conclusion, interferon alpha (with or without fow-dose
Ara-C) appears to be able to reduce the level of BCR-ABL
fusion transcript below detectable levels in about 3% of CML.
Patients where this occurs appear to have initially low ‘risk
factors’. Whether this corresponds to true eradication of the
Ph1 clone or rather to its persistence at low level, correspond-
ing to cells expressing small amounts of BCR-ABL fusion
mRNA is at present unknown. Longer follow-up will be
required before conclusions can be made.
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Persistence of AML1/ETO fusion mRNA in t(8;21) acute myeloid leukemia (AML) in

prolonged remission: is there a consensus?

The (8;21) translocation occurring in AML leads to a fusion
between two genes, AML1 and ETO." Detection of the AML1/
ETO fusion transcript can be made by reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR), which allows detection
of minimal residual disease (MRD) after treatment. Several
groups have found AML1/ETO transcript by RT-PCR in AML
with (8;21) in complete remission (CR) after chemotherapy or
autologous bone marrow transplantation (BMT): Nucifora et
al? in three of three patients who had been in CR for 83 to
94 months, Maruyama et al® in four of four cases in CR for
12, 15, 34 and 52 months, respectively, and Kusec et al* in
five of five cases in CR for 7, 8, 8, 10 and 66 months, respect-
ively. Our analysis of samples of AML patients with t(8;21) in
prolonged CR performed by two different laboratories, how-
ever, failed to detect AML1/ETO fusion transcript by RT-PCR.

RNA was extracted from bone marrow cells of patients with
AML and (8;21) at diagnosis and at various intervals after CR
achievement. Experiments were performed in two different
laboratories (in Lille and Paris Necker). The RT-PCR technique
used in Lille, including the primers for amplification and the
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junction oligonucleotide probe, was that published by Down-
ing et al.® Briefly, RNA was reverse transcribed using random
hexamer primers. The cDNA was amplified by two rounds of
PCR; 1 wl of the first round product was used as a template
for the second round of PCR, that used nesting primers. RT-
PCR analysis of cABL gene mRNA served as positive control
for the reaction, RNA from blast cells of a patient with (8:21)
AML as positive control RNA, and RNA from HL60 cells as
negative control RNA. AMLI/ETO fusion RNA could be
detected with a sensitivity of 1072 after one round of PCR on
ethidium bromide stained gel, 10~ after two rounds of PCR,
and 107* after two rounds and hybridization with the specific
oligonucleotide probe (Figure 1). The analysis was also perfor-
med in Paris Necker (Dr Macintyre) on the same samples,
using a two-round semi-nested RT-PCR technique, which also
achieved detection levels of 1073, 10™* and 10~"° after one
round, two rounds and two rounds plus hybridization,
respectively.

RT-PCR analysis was positive at diagnosis in seven of seven
cases of AML with t(8;21) analyzed, confirming previous
reports that showed constant detection of AML1/ETO fusion
transcript in AML with t(8;21).2-5 By contrast, no AML1/ETO
transcript was found by this method in 37 patients with M,
AML (14 cases) or M, AML (23 cases) and Auer rods but no
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Good correlation between RT-PCR analysis and relapse in Philadelphia (Ph1)-positive

acute lymphoblastic leukemia (ALL)

C Preudhomme'2, N Henic'2, B Cazin®, JL Lai*, MF Bertheas®, M Vanrumbeke'2, F Lemoine®, JP Jouet?, E Deconninck’,

B Nelken®, A Cosson' and P Fenaux??

'Laboratoire e’Hématologie A, CHU, Lille; 2Unité INSERM U124, Lille; Service des Maladies du Sang, CHU, Lille; *Service de
Cytogénétique, CHU, Lille; “Service de Cytogénétique, CHU, St Etienne; “Service d'Oncopédiatrie, CHU, Angers; “Service des Maladies du

Sang, CHU, Besangon; and “Service d’Oncopédiatrie, CHU, Lille, France

We sequentially performed cytogenetic analysis and RT-PCR
analysis of BCR-ABL transcripts in 17 cases of Ph1-positive
ALL who had achieved hematological complete remission (CR)
with intensive chemotherapy (CT). Sixteen cases were studied
prospectively. All but one of the patients had reached cyto-
genetic CR, but cytogenetic has low sensitivity in predicting
relapse. Twelve patients relapsed, three died in first CR and
two were alive in first CR. Two of five, two of four, and five
of nine patients who were allografted (in first or second CR),
autografted and received consolidation CT, respectively, achie-
ved negative two-round PCR in the bone marrow (BM): three
died in CR, three remained in CR with negative two-step PCR
in the BM and three relapsed after 22 to 28 months. In all cases,
relapse was preceded by switch to PCR positivity in the BM
by 4 to 6 months. The remaining nine patients remained PCR-
positive in the BM and relapsed after 2 to 16 months. In the
four autografted cases, PCR was positive at the time of bone
marrow harvest. The two patients who received a purged trans-
plant achieved negative PCR and prolonged CR, whereas the
two patients who received an unpurged transplant remained
PCR positive and relapsed. In 34% of the samples where analy-
sis was concomitant, sensitivity of PCR proved lower in the
blood than in the BM. These findings show that RT-PCR is a
useful tool in the monitoring of MRD in Ph1 positive ALL.
Keywords: acute lymphoblastic leukemia; Philadeiphia chromo-
some (Ph1); BCR-ABL

Introduction

The Ph1 chromosome t(9;22) translocation, found in about
20% of adult ALL, and 1% of childhood ALL, results in a
fusion between the second exon of c-abl gene and generally
the first intron of BCR gene (m-bcr breakpoint, ela2 fusion)
or rarely its second or third exon (M-bcr breakpoint, b3a2 or
b2a2 fusion).'-* Reverse transcription PCR (RT-PCR) analysis
of these fusion transcripts has demonstrated its usefulness in
the diagnosis of Ph1 ALL, especially in cases of cytogenetic
failure.®> RT-PCR analysis of BCR-ABL fusion transcripts is
also a useful tool in the evaluation of minimal residual disease
(MRD) after treatment (particularly allogeneic BMT) in Ph1-
positive chronic myeloid leukemia.®'® However, very few
studies have attempted to correlate RT-PCR of these transcripts
and clinical outcome in Ph1-positive ALL.""'? We performed
such a study in 17 patients in whom sequential cytogenetic
analysis was also made.
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Patients and methods
Patients

Sixteen newly diagnosed cases of Ph1-positive ALL, seen from
1991 to 1995 in several French institutions, and who had ach-
ieved hematological complete remission (CR) with intensive
chemotherapy were studied. Another patient (patient 14 in
Figure 1), diagnosed in 1984 and autografted in first CR, was
studied retrospectively.

Patients included six children aged <15 years and 11
adults. All patients had early B-ALL, CD10 positive in 16 cases
and CD10 negative in one case. Blasts also carried myeloid
markers in seven cases. All patients had detectable Ph1 chro-
mosome by cytogenetic analysis at diagnosis. By RT-PCR
analysis, 14 patients had m-BCR gene breakpoint, two had M-
ber breakpoint, and the last patient had both M-bcr and m-
ber breakpoint. All patients received induction chemotherapy
with vincristine, prednisone, anthracycline and L-asparagin-
ase, according to EORTC protocols 58-880 or 58-881 in chil-
dren and the French GOELAL 01 or GOELAL 02 protocols
in adults.”?

After achieving hematological CR, nine patients initially
received consolidation chemotherapy (CT) according to the
EORTC and GOELAL trials. Six received allogeneic BMT in
first or second CR, with an HLA-identical familial donor in
two cases, a haplo-identical familial donor in one case and
an HLA-identical unrelated donor in three cases. The con-
ditioning regimen was with cyclophosphamide-total body
irradiation (TBI) in all cases. The remaining four patients
received autologous BMT in first CR with purged bone mar-
row in two cases (with mafosfamide in patient 14 and with
MoAb in patient 15), and unpurged bone marrow in the
remaining two patients. For the purpose of this study, patients
were categorized as in Table 1 according to the type of con-
solidation treatment after which cytogenetic and molecular
follow-up was available. Patients 1 to 9 had cytogenetic and
molecular follow-up after consolidation chemotherapy:
patients 9 to 13 were studied after allogeneic BMT in second
CR, (patients 9 and 10) and in first CR (patients 11 to 13);

Figure 1 Cytogenetic and molecular data of the 17 patients, d}‘"
ided according to the type of consolidation treatment (consolidation
chemotherapy. allogeneic BMT, autologous BMT) after which cyto
genetic and molecular follow-up was available. Patients 1 to 9 wer€
followed-up after consolidation chemotherapy, patients 9 to 13 affef
allogeneic BMT and patients 14 to 17 after autologous BMT. with
regard to time of follow-up, 0 means date of CR achievement. For
allogeneic BMT, the absence of indications in parentheses means that
the donor was a familial HLA identical donor.
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* : Patient 8 : although this patient was allografted, cytogenetic and molecular follow up was only available after consolidation chemotherapy.

* . Patient 9, followed up after consolidation chemotherapy in first CR, and after allogeneic BMT in second CR, was included in the two treatment categories.
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ABL-RT
A1l

5" AACGAAAAGGTTGGGGTC 3

5" TCACTGGGTCCAGCGAGAAGGTTTTGGTTGGAGTT 3°
A2 5 CTCAGACCCTGAGGCTCAAAGTCAGATGCTA 3

A3 5 CGAGCCGGGCCTGAGCCGGGCCCGGACCGA 3°

A4 S TTTATGGGGCAGCAGCCTGGAAAAGTACTTGGG 3

B1 5 AGCATGGCCTTCAGGGTGCACAGCCGCAACGGCAA 3
B2 S GTTCCTGATCTCCTCTGACTATGAGCGTGCA 3°
B5 5 CAAGACCGGGAGATCCCCTGGGGCCCAAC 3

a4
—
A3
-
ABLI1 ABL?2
-« —
A1 ABLRT
81 82
—> >
B2 B3 ABL2
-~ -
A2 Al ABLRT
BS
—
El ABL2
- —
A2 A1 ABLRT
Table 1 Sequence and localization of primers

patient 9, followed-up in first CR after chemotherapy and in
second CR after allogeneic BMT, therefore appears in both
categories in Table 1; patients 14 to 17 were autografted;
patient 8, although he was allografted late in first CR, was
only categorized in the consolidation chemotherapy group in
Table 1 as no follow-up post-transplant was available.

Methods

Cytogenetic analysis was performed on bone marrow cells,
after 24 h in vitro culture without stimulation. Chromosomes
were identified by RHG and GTG banding. Thirty to 50
mitoses were analyzed before reaching a conclusion on the
absence of Ph1 chromosome.

PCR analysis was performed on RNA obtained from bone
marrow and/or circulating mononuclear leukocytes, as pre-
viously published.'® Briefly, after reverse transcription of
RNA, two-step PCR was performed using nested primers, as
shown in Table 1. Positive control cell lines were K562 (M-
bcry and TOM1 (m-bcr) a generous gift of A Hagemeijer
{Erasmus University, Rotterdam, The Netherlands). In our
hands, this PCR technique allows detection of one abnormal
K562 or TOM1 cell in 10* CEM cells after one round, and 1
in 10° after two rounds. Precautions taken to minimize con-
tamination problems were as previously published.®

Results

Clinical outcome

Overall, 12 patients had relapsed. One of the relapses only
involved the CNS (patient 7). Three patients died in first CR,

including two from GVH disease after allogeneic BMT
(patients 8 and 11) and one from infection after consotidation
CT (patient 2)). Two patients {patients 14 and 15) were alive
in first CR after 137 and 20 months, and two patients {patients
7 and 10) were alive in second CR aiter 26 and 14 months,

Of the nine patients followed up after consolidation CT
{patients 1 to 9; Table 1), seven relapsed after 5 to 28 manths,
and two died in CR after 6 and 20 months. Of the five patients
followed up after allogeneic BMT (patients 9 to 13), one died
from GVH disease (patient 11), three relapsed (patients 9, 12
and 13) and one remained in CR after 17 months (patient 10),
Of the four autografted patients (patients 14 to 17}, two
relapsed after 9 and 13 months, and the two patients who had
been autografted with purged marrow were still in first CR
after 20 and 137 months.

Cytogenetic results

A total of 54 examinations were performed during follow up.
(Figure 1). Upon hematological CR achievement, normaliz-
ation of cytogenetics was observed in 14 cases. PH1 mitoses
were still found in one patient and no cytogenetic analysis
was performed at this stage in three patients. In eight of the
patients who had a hematological relapse, cytogenetics had
been performed within 4 months of relapse and no PHI
mitose was found in any case. The four patients who were
still in CR (patients 7, 10, 14 and 15), had normal karyotype.

RT-PCR results

During follow-up, 81 points of RT-PCR analysis were made
(Figure 1).

Of the nine patients followed molecularly after consoli-
dation CT, four patients always remained PCR-positive after
one round (patients 3, 4, 5) and two rounds {(patient 6) in the
bone marrow. The three former relapsed after 7, 8 and 5
months, respectively, and the latter after 16 months. Five
patients (patients 1, 2, 7, 8 and 9) became two-round PCR
negative in the marrow, after 4 to 16 months, patients 2 and
8 died in first CR; patient 1 and 9 relapsed after 22 and 28
months, 4 and 6 months after switch to positivity of two-rouqd
PCR, respectively, and patient 7 relapsed after 24 months in
the CNS, but not in the bone marrow. In patient 7, PCR had
become positive after two rounds in the bone marrowS
months earlier; 26 months after retreatment with intensive
chemotherapy, this patient remained in second CR, with nega-
tive PCR. _

Of the five patients followed molecularly after allogeneic
BMT, two (patients 10 and 11) became PCR-negative in the
marrow: patient 11 died from GVH disease after 5 months,
and patient 10 remained in CR after 9 months. Patients 9. 12
and 13 remained one-round PCR-positive in the marrow; they
relapsed 6, 10 and 5 months after the procedure, respectively:

Of the two patients autografted with a purged marfow
patient 15, who had positive two-round PCR in the marrow
before the procedure, remained so during 6 months after
which PCR became negative in the marrow. She remained in
CR 12 months later. The other patient (patient 14) was only
tested 26 to 116 months after the procedure, while still in R,
and was always found negative in the marrow. The two
patients (patients 16, 17) autografted with unpurged marro“é
were PCR positive before the transplant, remained so after 0
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round, in the marrow after the transplant, and relapsed 2 and
9 months after BMT.

QOverall, five of nine, two of five and two of four of the
patients followed molecularly after consolidation CT, alloBMT
and autoBMT respectively became negative after two-step
PCR in the marrow. Three died in CR, three remained in CR
with persistently negative two step PCR in the marrow, and
three relapsed after 22 to 28 months. {n all cases, relapse was
preceded by switch to PCR positivity in the bone marrow after
two-step PCR, by 4 to 6 months. In contrast, the nine patients
who remained PCR-positive in the bone marrow had short CR;
eight patients positive after one round relapsed after 5 to 10
months and one patient positive after two rounds relapsed
after 16 months.

In 35 samples studied concomitantly, a lower sensitivity of
RT-PCR performed on biood samples, as compared to bone
marrow, was seen in 12 cases (34%). In these samples, PCR
was negative in the blood after two rounds but positive in
bone marrow after two rounds or positive in the blood after
only two rounds, but in the marrow after the first round.

Discussion

In this study, we first showed the low sensitivity of cytogen-
etics in predicting relapse in Ph1 ALL. Indeed, in eight patients
analyzed cytogenetically within 4 months of relapse, karyo-
type was normal in all cases. This confirmed findings made
in other hematological malignancies. By contrast, RT-PCR
proved a sensitive too! in predicting outcome. Although fig-
ures are too small for statistical analyses, the nine cases that
became PCR negative after two-step PCR did not relapse or
had late relapse (after 22 to 28 months), always preceded by
switch to PCR positivity in the bone marrow. In contrast, the
eight patients who remained positive after one-step PCR
relapsed within 10 months and the patient who remained
positive after two-step PCR relapsed after 16 months. These
findings suggest that, in patients who achieve PCR negativity
in the marrow after two rounds, relatively prolonged CR can
be expected, and that relapse is always preceded over several
months by switch to PCR positivity. In patients who remain
PCR-positive in the marrow, short CR duration can be pre-
dicted (especially if PCR remains positive after one round).

Results of our prospective study extend those of two pre-
vious reports. Mitterbauer et al,'’ studied MRD in nine Ph1
ALL patients, with a sensitivity of 107> and 107? respectively
for two-step and one-step PCR. Only two patients became
two-step PCR negative, including one of the six patients who
received consolidation CT, the only allografted patient and
none of the two autografted patients. Relapse was always pre-
ceded by 15 to 5 weeks by one-step positivity. Miyamura et
al,'? using one-step RT-PCR (107> sensitivity) to follow-up
MRD in nine allografted and six autografted patients, obtained
in all but two negative PCR. The two patients who remained
PCR-positive rapidly relapsed. All other relapses were pre-
ceded by switch to positivity by 1 to 2 months except in one
case, who was however not studied in the 4 months preceding
relapse. Therefore RT-PCR appears as a useful tool to monitor
MRD in Ph1 ALL, although publication of larger numbers of
cases will be required for validation of these results.

In the case of autologous BMT, three of the four autografted
patients that were studied molecularly at the time of marrow
collection were two-step PCR-positive. Therefore it is interest-
ing to note that the two patients who received ABMT with a
purged marrow remained in CR with negative two-step PCR,
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whereas both patients who received unpurged BMT relapsed
after remaining one-step PCR-positive post-transplant. Miya-
mura et al'~ also reported that in five patients autografted with
purged marrow, three of the four patients studied by PCR were
positive at the time of bone marrow harvest. They became
PCR-negative after transplant and two were in prolonged CR.
In contrast. the only patient transplanted without marrow
purging never became PCR-negative and rapidly relapsed.
These findings suggest that bone marrow purging prior to
ABMT may be important in Ph1-positive ALL.

Finally, our results also show the lower sensitivity of RT-
PCR performed in blood, as compared to bone marrow, in
one third of the samples. Van Rhee et al,'* using quantitative
PCR comparatively in 29 paired specimens of biood and mar-
row of 18 PhI-ALL patients collected contemporaneously
found similar numbers of BCR-ABL transcripts in 25 samples,
but in the remaining four samples, BCR-ABL transcripts were
present in BM and absent in PB.
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