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Leucémies aigués a chromosome Philadelphie :
un nouveau becr et un modéle de recombinaison

Sai Juan Chen, Zhu Chen, Christian-Jacques Larsen, Roland Berger

Le chromosome Philadelphie (Phl)
a longtemps été considéré comme
I’anomalie chromosomique spécifi-
que d’'une leucémie de l'adulte, la
leucémie myéloide chronique
(LMC). Il résulte habituellement
d’une translocation t(9;22) avec des
points de cassure stéréotypés sur les
bandes chromosomiques 9q34 et
22q11, et correspond donc a un
échange de matériel chromosomique
entre les chromosomes 9 et 22. Il a
été montré ensuite que le Phl pou-
vait se rencontrer également dans des
leucémies aigués, lymphoblastiques
(LAL) surtout, mais aussi myéloblas-
tiques (LAM). Les conséquences
moléculaires de la translocation ont
été largement étudiées ces derniéres
années. Le proto-oncogéne c-abl, ini-
tialement découvert sous la forme
activée d’un oncogéne dans un rétro-
virus murin, et normalement localisé
sur la bande 9q34, est transféré sur le
chromosome 22 remanié du fait de la
translocation. L’analyse d’'un grand
nombre de LMC a montré qu’il
existe une grande hétérogénéité des
points de cassure dans le géne c-abl.
En revanche, sur la bande 22ql1, les
points de cassure de la LMC s’accu-
mulent dans une région relativement
limitée de 5,8 kb qui a été appelée
pour cette raison bcr (pour break-
point cluster region) [1]. L’analyse
fine des remaniements a été faite a
partir de sondes moléculaires : bcr
constitue la partie médiane d’un
géne de grande taille nommé BCR
(ce qui crée une confusion malheu-
reuse). La translocation chromoso-
mique, en juxtaposant une portion
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proximale du gene BCR a la partie
distale du proto-oncogéne c-abl,
engendre un nouveau géne chiméri-
que qui est transcrit dans les cellules
leucémiques sous la forme d’un
ARN messager de 8,5kb (au lieu de
6,5-7kb pour TARNm du géne c-
abl). En dépit du remaniement, cet
ARN a gardé une capacité codante et
est lui-méme traduit. Les masses
moléculaires des protéines Bcr-Abl et
Abl différent sensiblement (respecti-
vement 210 et 145 kDa) et la protéine
chimérique a une activité tyrosine
kinase prononcée [2].

Dans les LAL a Phl, la protéine Bcr-
Abl est de 210 kDa comme dans la
LMC dans la moitié des cas, mais
dans I'autre moitié, une protéine de
190 kDa a été détectée, qui est tra-
duite a partir dun ARNm de 7 kb
[3] La question se posait donc de
savoir ou était situé le point de cas-
sure dans BCR dans ces cas. Par
ailleurs, I’existence de cette nouvelle
catégorie de produit Bcr-Abl ne reflé-
tait-elle pas une différence entre LAL
et LAM a Phl?

Pour répondre a ces questions, nous
avons étudié huit LAL et six LAM
a Phl [4] Le point de cassure était
localisé dans le segment bcr dans
trois cas de LAM et dans trois cas de
LAL. La structure du Phl était donc
dans ces cas du méme type que celle
des LMC. En revanche, la détection
d’'un ARNm bcr-abl de 7 kb dans les
huit autres cas suggérait que le point
de cassure sur le chromosome 22
pouvait se localiser dans une région
plus en amont du géne BCR, ainsi
que I’étude de deux cas 'avait mon-
tré [5]). Nous avons décidé de « mar-
cher» sur le chromosome?22 en
remontant de 3’ vers 5 afin de loca-
liser les points de cassure. Nous
avons pu montrer [6] que dans six cas
sur huit les points de cassure se
situaient dans un segment de 10,8 kb
appartenant au premier intron du
géne BCR. Plus précisément, ce seg-
ment est situé a environ 40 kb en 5
de la région bcr. Cette accumulation

dans une région relativement limitée
d’'un géne de grande taille suggérait
I'existence d’'une deuxiéme break-
point cluster region que nous avons
appelée provisoirement bcr2. Conti-
nuant a « marcher » sur le chromo-
some 22, nous avons trouvé que les
points de cassure des deux derniers
cas de LA étaient localisés dans un
segment de 5 kb situé 16 kb plus en
5’ dans le premier intron de BCR [7],
suggérant qu’il pouvait exister une
troisitme région préférentielle des
points de cassure («bcr3»?). A ce
jour, il n’existe aucune corrélation
entre les sites des points de cassure et
le type de différenciation lympho-
blastique ou myéloblastique de la
leucémie aigué.

Pour tenter de comprendre le méca-
nisme de la formation de la trans-
location a l'origine du Phl des
LA, nous avons établi la séquence
nucléotidique d’un point de cassure
dans bcr 2, aprés clonage des seg-
ments d’ADN entourant les points de
cassure sur les chromosomes 9 et 22
remaniés [8]). Les séquences des
régions correspondantes des chromo-
somes 9 et 22 normaux ont été éga-
lement établies. La comparaison des
séquences d’ADN des régions nor-
males et remaniées a révélé une
conservation quasi compléte de la
séquence normale puisque, dans le
cas de ce patient, deux nucléotides
seulement avaient été perdus du fait
de la translocation et aucun n’avait
été ajouté. Cette conservation par
rapport aux régions homologues
normales ainsi que l’absence de
séquence signal de recombinaison de
type heptameére-nonameére qui prési-
dent aux recombinaisons somatiques
des génes d'immunoglobulines, per-
met d’éliminer un mécanisme de
recombinaison illégitime
similaire a celui des proliférations
lymphoides malignes ol I’on a incri-

* Famille de séquences répétées dans le
génome humain, ou il en existe prés de
300 000 copies par jeu de chromosomes.
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miné la recombinase reconnaissant
ces séquences signal. En revanche,
deux séquences Alu* (note p.282),
inversées ont éé trouvées sur les
chromosomes 9 et 22 normaux, sépa-
rées respectivement par environ 90 et
210 bases. En outre le point de cas-
sure est situé dans l'une de ces
séquences Alu appartenant a la
méme sous-famille sur les deux chro-
mosomes. On peut donc proposer un
modéle possible pour expliquer la
formation de l'appariement illégi-
time entre les chromosomes 9 et 22 :
I'appariement des deux séquences
Alu crée une double structure en
épingle a cheveux qui permet I'acces
au complexe protéique responsable
de la recombinaison anormale
(figure 2). La translocation résulte-
rait alors de la cassure et du recolle-
ment anormal des segments impli-
qués. Pour généraliser un tel modéle,
il convient d’examiner d’autres trans-
locations du méme type, puis d’es-
sayer d’identifier le complexe enzy-
matique B

Figure 1. Carte de restriction par-
tielle du géne BCR. Les rectangles
rouges indiquent les exons, et les seg-
ments ber, ber2 et ber3 sont détaillés
(en bas). Les fleches noires indiquent
les points de cassure de 14 cas de leu-
cémie aigué a chromosome Philadel-
phie (Ph1). E: EcoRl, B: BamHI, Bg:
Bgl1ll, H : HindIll.

Figure 2. Mécanisme possible de la
formation de la translocation t (9 ;
22). 1: Séquences Alu inversées sur les
chromosomes 9 et 22 et structure en
épingle a cheveux. Les séquences de la
méme sous-famille sont en noir ou
hachurées. Le chromosome 22 est
représenté en rouge en dehors des
séquences Alu. 2 : Double structure en
épingle a cheveux résultant de I'appa-
riement illégitime des séquences Alu
des chromosomes 9 et 22. Les fleches
courtes indiquent les points de cassure.
3: Résultat de la recombinaison illégi-
time montrant les chromosomes 9 et 22
remaniés.
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Summary

Philadelphia chromosome-posi-
tive acute leukemia : a new becr and
a model of recombination

A molecular study of 14 cases of
Phl+ ALL and AML was perfor-
med with molecular probes cove-
ring the CML breakpoint cluster
region (bcr) of the BCR gene, and
the first intron (70kb) of this gene.
While six cases possessed a classi-
cal ber rearrangement, in six other
cases the breakpoints on chromo-
some 22 were clustered in a 10.8 kb
DNA segment localized in the 3’
end of the BCR intron 1. This new
cluster of breakpoints located at
40kb upstream the classical ber
was tentatively designated bcr2.
Sequence determination of rear-
ranged chromosomes 9 and 22 and
their normal counterparts in one
patient with a bcr2 rearrangement
indicated the presence of repeated
Alu sequences in the close vicinity
of the breakpoints, suggesting the
involvement of these sequences in
the illegitimate recombination
mechanism which generated the
translocation.
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