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dans la leucémie myéloïde chronique 
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La leucémie myéloïde chronique 
(LMC) est liée à la prolifération clo­
nale d'une cellule souche multipo­
tente. Les cellules leucémiques de la 
grande majorité des patients atteints 
de LMC possèdent une anomalie 
caryotypique caractéris t ique : le  
chromosome P h i lade lphie  q u i  
résulte de la translocation réciproque 
entre les chromosomes 9 et 22. Au 
cours de cette translocation, le proto­
oncogène c-abl, normalement pré­
sen t s u r  le chromosome 9 e s t  
fusionné avec u n  gène dénommé ber 
sur le chromosome 22. La transcrip­
tion de ce gène hybride est à l 'origine 
d 'un A RNm chimérique codant  
pour une protéine de 210 kDa (kilo­
daltons) possédant une activité tyro­
sine kinase [ I ]. L'existence du gène et 
de l 'ARNm hybride est un fai t  
constant et ces anomalies peuvent 
donc constituer des marqueurs de 
clonalité chez les patients atteints de 
LMC. Récemment, le développe­
ment de protocoles thérapeutiques 
alliant les interférons à la chimiothé­
rapie d'une part, et la pratique de 
greffe de moelle allogénique d'autre 
part, permet, dans les cas favorables, 
d'obtenir l'éradication des cellules 
leucémiques. Cependant, les techni­
ques actuelles de détection (caryo­
type ou étude des fragments de res­
triction de la région ber) ont un seuil 
de détection situé entre l et 5 % de 
cellules malignes résiduelles. Pour 
apprécier la qualité des rémissions 
obtenues, il apparaît donc utile de 
développer des techniques plus sen­
sibles. Pour cela nous avons adapté 

- la technique d 'amplification de 
l 'ADN in vitro [2] ou polymerase 
chain reaction (PCR) pour détecter 
de façon spécifique et extrêmement 
sensible la présence de l 'ARNm chi­
mérique abl-bcr. La variabilité des 
points de cassure d'un malade à l'au­
tre interdisait l'application directe de 
la technique. Néanmoins, on détecte 
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seulement deux types d 'ARNm 
chimérique abl-bcr : dans l 'une des 
formes, l 'exon 2 de abl est lié à 
l'exon 2 de ber alors que dans l 'autre 
forme il est fusionné à l 'exon 3 de 
ber [3]. La stratégie que nous avons 
ut i l isée consiste donc à extraire 
l'ARN des cellules à partir de sang 
de patients puis à synthétiser une 
copie d'ADNe. Cet ADNe est ensuite 
amplifié par la technique PCR. Le 

produit de la réaction est analysé sur 
un gel d'agarose et révélé grâce à un 
oligonucléotide susceptible de s'hy­
brider avec le segment amplifié. Cette 
technique, mise au point sur les cel­
lules de la lignée K 562, permet de 
détecter un signal à partir de 0,01 ng 
(nanogramme) d'ARN total extrait 
de ces cellules dilué dans l J..lg d'ARN 
de sujet témoin alors qu'un signal 
n 'est obtenu qu'à partir d'ARN nor-

Figure 1. Amplification de I'ARM hybride abl-bcr. L'ARN cytoplasmique est 
préparé à partir de cellules K 562 ou de leucocytes périphériques (4), le premier 
brin d'ADNe est synthétisé en utilisant la transcriptase inverse de MMLV et 
100 pmoles de l'oligonucléotide CTGAGGCTCAAAGTCAGATG complémentaire de 
/'exon 2 d'ab/ comme amorce, dans un mélange réactionnel de 10 pl (Gibco BRL, 
focus vol. 9 n 1 ). La PCR est ensuite réalisée dans les conditions décrites (3) après 
avoir ajouté un second o/igonucléotide TCGTGTGTGAAACTCCAGAC correspon­
dant à /'exon 2 de ber (100 pmoles) en présence de deux unités de Taq po/ymérase 
dans un volume final de 100 pl. Après 30 cycles (dénaturation : 1 minute à 91 °C, 
hybridation: 1,5 minute à 400C, élongation: 1,5 minute à 600C), 10 pl du mélange 
réactionnel sont déposés sur un gel d'agarose à 2 %, puis l'ADN est transféré sur 
membrane de nylon (Zeta probe, Biorad). Les fragments sont hybridés avec un 
oligonucléotide AGCCCTTCAGCGGCCAGTA marqué au 32p (5.1()5 cpm/ml, 1-2. 
1()9 cpm/pg). Le filtre est préhybridé en 5.SSEP, 0,5% SOS, 5.Denhard's, 500C 
30 minutes. L'hybridation est effectuée pendant deux heures dans les mêmes 
conditions. Après lavage en 2.SSEP deux fois 20 minutes à 200C puis en 5.SSEP, 
0, 1 % SOS à 500C 4 minutes, le filtre est autoradiographié 6h à - BOOC avec un 
écran Cronex Quanta Ill. 1 = ARN de K562 (10 ng); 2 = ARN de K562 (0,01 ng 
dilué dans 1 pg d'A RN témoin); 3 = ARN de sujet normal (1 pg); 4, 5, 6, 7, 8 = 
ARNs de patients atteints de LMC (100 ng). 
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mal seul. On peut donc estimer qu'il 
est possible, dans nos conditions 
expérimentales, de détecter une cel­
lule pathologique sur 100 000 envi­
ron à partir de 1 Jlg d'ARN total. 
L'étude de l 'ARN de certains malades 
permet de visualiser deux bandes cor­
respondant à la présence dans les 
cellules des deux formes d'ARNm 
hybride : la forme contenant l'exon 3 
de ber donne un produit d'amplifi­
cation de 1 7 1  bp, tandis que la forme 
ne comprenant pas cet exon conduit 
à un fragment amplifié de 96 bp. I l  
apparaît vraisemblable que l 'ampli­
fication constituera la technique de 
choix pour la recherche de cellules 
malignes résiduelles chez les patients 
en rémission et que son application 
s'étendra à d'autres hémopathies dès 
lors qu'un événement moléculaire 
constant, caractéristique du clone 
malin, aura été identifié • 

Cher lecteur, 

Summary 
CML is characterized by a chro­
m o s o m a l  t r a n s l o c a t i o n  t 
(9q34,22q 11)  resul ting in the for­
mation of a chimeric gene abl-bcr. 
We used a modification of the 
polymerase chain reaction techni­
que to detect the abl-bcr transcript 
in the K562 cell-line and in sorne 
patients. The sensibility of the 
method makes it potentially use­
fui to detect minimal disease after 
bone marrow transplantation. 
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