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o BCR-ABL1

LEUCEMIE MYELOIDE CHRONIQUE (LMC)

* Syndrome myéloprolifératif chronique (WHO 2016 )!.

 Hémopathie maligne rare (15% de I'’ensemble des leucémies
de I'adulte ): la CSH .

* Marqueur cytogénétique: Chromosome Phi?.
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LEUCEMIE MYELOIDE CHRONIQUE (LMC)

Avant 2000
I I
3-5 ans 12-18 mois 3-9 mois

Aprés 2000 (pour la majorité des patients)

D'aprés lohn Goldman.
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Origine et conséequences

FORMATION DU CHROMOSOME PHILADELPHIE

Translocation réciproque t (9;22)
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Fardel S et al. Chronic myelogenous leukemia: update on biology and treatment.Oncology (Williston Park). 1999; 13 : 169-180



et conséquences
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Type de transcrit de fusion BCR-ABL 1 Fréquence

el4a2 = b3a2 m | 55 %, M BCR-ABL1
el13a2 = b2a2 m | 40 % M BCR-ABL1

Gendron N et al. Leucémie myéloide chronique avec transcrit de fusion variant BCR-ABL1 e19a2 : intérét de I'identification moléculaire au

diagnostic pour le suivi de la maladie résiduelle Ann Biol Clin, vol. 72, n° 3, mai-juin 2014



Origine et conséquences
Les Transcrits BCR-ABL1: les sous types

Trangeris BCRABL fne A0A '
'2‘.3.
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Burmeister T & Reinhardt R. A miltiplex PCR for improved détection of typical and atypical BCR-ABL fusion transcripts.Leuk Res 2008; 32:579-85.




Origine et conséquences

Instabilité génomique
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B e DCR-ABL{

LEUCEMIE MYELOIDE CHRONIQUE (LMC)
DIAGNOSTIC




AL PROFIL MOLECULAIRE DES PATIENTS
= ATTEINTS DE LMC




PROFIL MOLECULAIRE LMC

EXPERIENCE DE L’EHU.ORAN

Objectifs
1 , . .
Mise en place des techniques de RT-PCR Multiplex et
de QRT-PCR en temps réel au niveau du Service de
Biochimie de ’EHU Oran / dans le cadre d’une thése de
DESM (Pr. Bekadja)
2

Diagnostic moléculaire, typage du transcrit BCR-ABL et
suivi de la maladie résiduelle au cours de la LMC

Screening des patients suivis au niveau du service

d’hématologie et de thérapie cellulaire de ’'EHU Oran
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PROFIL MOLECULAIRE LMC/EXPERIENCE DE L’EHU.ORAN

MATERIELS ET METHODES

Population d’étude

Age Médian 47
ans (16-85)

45H/47F
(Sex Ratio 1.04) )

92 Pts

66 Pts 26 Pts LMC
SMP/LMC connus
|
|
20 SMP 46 LMCnovo B 72 Pts LMC
/ / /
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PROFIL MOLECULAIRE LMC/EXPERIENCE DE L’EHU.ORAN
PROCEDURE ANALYTIQUE

1. EXTRACTION DE LUARN/ Conditions RNase free/ la glace

spectrophotometre U.V:

Automatique MAXWELL « Promega » D0260/D0280: 1,8 -2

4

2. RT-PCR /Conditions RNase free/ la glace

EAC (Europe Against Cancer (Leukemia (2003), 17,2318-2354)

Rétro transcription Amplification par des amorces
Ajustement de la [ARN] a 0.1ug/ul spécifiques

3. Recherche qualitative sur gel d’Agarose

Kit Seeplex Agarose 3%
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Détection, typage

PRINCIPE PCR Multiplex

BCR 1 Alenative 5 34 5678 910 1115 16 1718192021 22 23 BCR Atemative 5 34 5678 910 1115 16 17 18 192021 22 23
BXONS hoha cicd Exons
Ty
—cen oo “rber el +—cen m_bé;_ tel —
29kb -56 kb
ABL1 1b fa 2345678 910 11 ABL1 1b la 2345678910 11
a2 a3 a2 a3
—CEN 7/ tel — +—CEn 7 tel —
breakpaoint region breakpoint region
B ~200 kb B ~200 kb
type frequency type frequency
b3-a2 2 3 4 2-55% et-a 2 3 4 2-05%
N
3015 3001 31953270228 401 607 1767 228 401 697
2 S ; e ——— — TR
> + 100 bp
b3-a3 * --------- 3 4 R rae BCR-e1-A ABL1-33-8
1479 458
+
___________ | BCR-e1-C ABL1-a3-D
b2-a3 q 3 4 Srae 1602 442
—p- -1— —
BCR-b1-A ABL1-33-B 100bp AEL;;S-ES
3086 458
> “
BCR-b2-C ABL1-a3-D
3126 442
ABL1-a3-E3'
505
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Burmeister T & Reinhardt R. A miltiplex PCR for improved détection of t
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Détection, typage

PRINCIPE PCR Multiplex

 RT-PCR mutiplex : Kit Seeplex®Leukemia BCR/ABL (SEEGENE).
[ Technologie de double amorcage DPO™ (Dual Priming Oligonucleotide)

O Huit types de transcrits :Mb2a2, Mb3a2, m ela2 et les autres variant, blal,

b3a3, b2a3, ela3 et c3a2 (el9a2). e
r Phase 1 : 15 min a 94°c

Réactif + échantillon Pour 1 tube Phase 2 : 30 Seca 94 °c

Phase3 : 1 min 30 a 60 °c
5XPM 4 uL

Phase4 : 1 min 30 a 72 °c
SMOP 3uL

" J 37 Cycles

MMIX 10 pL
ADNCc 3uL
Volume final 20 ul
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Détection, typage

Analyse sur gel d’agarose

Séparation par électrophorese de fragments d’ADN selon leur taille et leur charge
électrique

Cible taille
Gene contréle 600
C3a2(micro) 1012
Blal 754
B3a2(Major) 476
B2a2(Major) 401
Ela2 (minor) 348
B3a3 299 SEEPLEX 08/11/2015
B2a3 224
Ela3 174

Photo d’un gel PCR du Kit Seeplex “Seegene”
Service Biochimie/EHUOran
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Resultats & Discussion



" """ RESULTATS ET DISCUSSION
G Interprétation Gel Seeplex

P- PMb222 PMb3aZ PMb2aZ P- PMb2a2 P- PMb3a2 MSeep

W T D e . ——

e ~nne
——— e

SEEPLEX 08/11/2015
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RESULTATS ET DISCUSSION

Type du transcrit

Type du transcrit des patients connus

M Mb3a2
M Mb2a2
d 1932
M NI
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RESULTATS ET DISCUSSION

Type du transcrit

Autres SMP

%

M Mb3a2
M Mb2a2
i €1932
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RESULTATS ET DISCUSSION

Type des Transcrits

Countries b2aZ2 (%) b3a2 (%)
Present study 46.7 51.1
Type du transcrit India [19] 41.25 56.25
| Tunisia [24] * 36.36 63.63 |
A Korea [20] 32.34 67.66
3% Japan [21] 30.20 67.5
USA [15] 30.2 67.9
Thailand [22] 31 61
M Mb3a2  Austia7] 31.6 68.4
B Mb2a2 Serbia [29] 25 73.5
i 1932 Iran [23] 21 62
Sudan [7] 53.5 41.9
Germany [12] 38 30
Ecuador [6] 94.6 54
USA [30] 48 35
Argentine [31] 41.7 37.5

Incidence of b2a2 and b3a2 transcripts in
Eastern, African, European and Western countries 3

3. Walid Al-Achkar, et al . Correlation of p210 BCR-ABL transcript variants with clinical, parameters and disease outcome in 45 chronic myeloid leukemia patients. JBUON
2016; 21(2): 444-449

* Bennour A, Ouahchi I, Achour B et al. Analysis of the clinico-hematological relevance of the breakpoint location within M-BCR in chronic myeloid leukemia. Med Oncol
2013;30:348-354.




CONCLUSION

= La technique été implantée avec succes a I’'EHU.ORAN. Elle nous a permis d’une part
de confirmer le diagnostic de LMC et d’autre part, avec nos résultats préliminaires , de
confirmer les données de la littérature, en montrant un taux élevé de transcrit Majeur
(97%) avec un transcrit Mb3a2 plus élevé (61%) que celui de type Mb2a2 (36%).

= Par ailleurs, cette technique, nous a permis de mettre en évidence des transcrits plus

rares (dans notre série deux cas (3%) de e19a2 ont été répertoriés).

= Cependant, devant une absence de détection des transcrits BCR-ABL1 chez un
patient présentant une LMC« cytologique », il est indispensable de confirmer 'absence

de fusion par FISH.
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CONCLUSION

= || faudra rendre systématique au diagnostic, la recherche qualitative des transcrits
bcr-abll par RT-PCR multiplex.

=Cette offre diagnostic de type multiplex permet non seulement de typer les
transcrits fréquents mais aussi d'avoir des données suffisamment informatives pour
les transcrits variant permettant donc de bien choisir les amorces spécifiques pour le

suivi ultérieur de la réponse moléculaire sous traitements.
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