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I. Préambule 
Les leucémies aiguës  myéloïdes (LAM) sont un groupe hétérogène d’hémopathies malignes 

caractérisées par la prolifération incontrôlée de cellules myéloïdes immatures dont la différenciation 

est bloquée. Elles touchent majoritairement le sujet âgé. Le traitement repose essentiellement sur 

la  chimiothérapie, éventuellement complétée d’une allogreffe de cellules souches hématopoïétiques 

(CSH) en fonction du pronostic de la maladie et de la capacité du patient à en supporter la toxicité. Si 

la guérison est possible dans 30 à 50% des cas, les taux et durées de rémission sont très disparates. 

Le classement des patients en groupes de pronostic conditionnant leur prise en charge est 

indispensable. Il intègre des facteurs pronostiques liés au patient et à la pathologie. La réponse au 

traitement évaluée par la mesure de la maladie résiduelle (MRD) en cours de traitement est un 

facteur pronostique de choix. Les marqueurs de MRD validés ne sont pas présents dans toutes les 

LAM et leur qualité varie.  En développer de nouveaux est une problématique actuelle. 

II. Hématopoïèse et leucémogenèse 

A. Hématopoïèse 

Les éléments figurés du sang c'est-à-dire les hématies, les polynucléaires, les lymphocytes, les 

monocytes et les plaquettes sont incapables de proliférer. Ils sont pourtant consommés à raison de 

1012 cellules par jour, une vitesse qui varie au cours d'événements pathologiques (hémorragies, 

infections…).  

Le processus physiologique hiérarchisé qui permet l'homéostasie sanguine de ces éléments figurés, 

autrement dit leur renouvellement continu et régulé est appelé hématopoïèse.  

Ce système est constitué d'étapes successives de différentiation et d'expansion cellulaire à partir 

d'un petit contingent de cellules multipotentes résidentes de la moelle osseuse qui en assure la 

pérennité : les cellules souches hématopoïétiques. 

1. Propriétés des CSH 

Les CSH possèdent trois propriétés fondamentales :  

-L'auto-renouvellement : capacité de se diviser à l'identique sans se différencier, de façon à 

maintenir et amplifier le pool de CSH. 

-La multipotence ou potentiel de différenciation multi-lignées : capacité à se différencier en 

n'importe quelle cellule mature du sang. 

-La capacité de reconstitution in vivo d'une hématopoïèse myéloïde et lymphoïde après 

injection à des souris immunodéficientes SCID ou NOD-SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency ou 

Non Obese Diabetic-Severe Combined ImmunoDeficiency ) 

D'autres propriétés leur sont particulières : la capacité à rester longtemps en quiescence mitotique 

(phase G0 du cycle cellulaire), la forte expression de l'aldéhyde déshydrogénase 1 qui confère une 

grande résistance au stress et l'activité télomérase prévenant la sénescence cellulaire 

Par division une CSH engendre deux cellules filles dont l'une lui est identique et l'autre est un 

progéniteur capable de se différencier et proliférer mais incapable de s'auto-renouveler. 
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Les CSH représentent 0,01 à 0,05% des cellules de la moelle osseuse, on distingue parmi elles trois 

compartiments, définis par des critères phénotypiques et de fonction biologique (Tableau 1): 

Tableau 1 : Les compartiments de CSH et leurs propriétés 

Compartiment Phénotype Propriétés spécifiques 

LT-HSC ou CSH de 
renouvellement à long 
terme 

CD34+ CD38- CD90+ CD33- HLA-DR- KIT+ CD123+ Rho-123+ Auto-renouvellement illimité, toute la 
vie durant, ce sont elles qui pérennisent 
l'hématopoïèse  

ST-HSC ou CSH avec 
renouvellement à court 
terme 

Non décrit Capacité de reconstitution d'une 
hématopoïèse pendant une durée 
limitée, environ 8 semaines 

Progéniteurs multipotents Pour les plus tardifs :                                                                                                    
-Progéniteur myéloïde commun CD34+ CD38+ HLA-DR+ CD33+                                                                                                                    
-Progéniteur lymphoïde commun CD34+ CD38+ HLA-DR+ 

Plus d'auto-renouvellement, 
prolifération et différenciation 

 

La différenciation se poursuit ensuite en précurseurs (morphologiquement discernables), puis enfin 

en cellules matures fonctionnelles non ou peu proliférantes, incapables d'auto-renouvellement. 

Les cellules matures représentent 99% des cellules médullaires. 

Si l’organisation générale des lignées est connue (Figure 1), son arborescence précise semble 

complexe et les interconnexions possibles sont encore soumises à controverse en 2016. 

 

 

Figure 1 : Organisation générale des lignées de l’hématopoïèse (1) 
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2. Régulation des CSH  

a) Rôle des facteurs de croissance (FC) et des cytokines:  

FC et cytokines régulent de façon négative ou positive la prolifération, la différenciation ou la survie 

des cellules hématopoïétiques.  

On distingue trois classes :  

-Les FC « synergiques » : notamment les SCF, le LIF, le ligand de FLT3, l’IL-1, l’IL-6 et l’IL-11. 

Ces FC provoquent l'entrée en cycle d'une fraction des CSH, et les sensibilisent aux autres FC en 

induisant l’expression de récepteurs membranaires.  

-Les FC « multipotents » tels que l’IL-3 ou le GM-CSF pour les progéniteurs myéloïdes ou l’IL-7 

pour les progéniteurs lymphoïdes, agissent à la fois sur les CSH et les progéniteurs en cycle et 

stimulent survie, prolifération et différenciation.  

-Les FC « restreints » comme le G-CSF (granulocytes), M-CSF (monocytes et macrophages), 

l’érythropoïétine (érythrocytes), la thrombopoïétine (lignée mégacaryocytaire) ou l’IL-5 agissent sur 

la différenciation terminale des progéniteurs engagés dans une lignée particulière et sont également 

nécessaires à la maturation.  

Les FC et les cytokines induisent l’activation de diverses voies de signalisation intracellulaires  qui 

vont agir sur le cycle cellulaire, la différenciation ou encore l’apoptose (au rang desquelles 

notamment, les voies des Mitogen-Activated Protein Kinases ou MAPK, Signal Transducer and 

Activator of Transcription ou STAT, Phosphoinositides-3 Kinases ou PI3K). 

Certains FC comme le TGF-β, l’IFN-γ ou le TNF-α régulent de façon négative l’hématopoïèse dans 

certaines situations pathologiques ou physiologiques (2). 

Ce sont les combinaisons de FT et le fait qu'ils soient exprimés à des stades de différenciation 

particuliers qui permet de diriger les cellules vers une lignée spécifique, en orientant la réponse 

cellulaire en termes d’auto-renouvellement, de différenciation, de prolifération, d’apoptose, de 

sénescence, de migration ou encore d’adhésion (Figure 2) (3). 

La régulation spécifique de l’auto-renouvellement mobilise entre autres les voies Wnt, Notch et 

Hedgehog ainsi que des facteurs de transcription (FT) de la famille HOX (notamment HoxB4) (1,4). 
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Figure 2 : Rôle des facteurs de transcription au cours de l’hématopoïèse physiologique chez les Mammifères (5) 

3. Le microenvironnement médullaire  

Le microenvironnement médullaire est défini comme l’ensemble des constituants non 

hématopoïétiques de la moelle (excepté les macrophages) participant au contrôle de l’hématopoïèse 

in situ.  

Il se compose de différents éléments cellulaires (cellules stromales, ostéoblastes, adipocytes, CSH), 

de molécules solubles (FC et/ou chimiokines principalement sécrétées par les cellules stromales) et 

de molécules insolubles (protéines et enzymes de la matrice extracellulaire, molécules d’adhésion), 

organisés en une structure tridimensionnelle complexe (6). 

Situé au niveau de l’endostéum, le microenvironnement ou « niche hématopoïétique » permet une 

régulation spatio-temporelle du nombre et de la fonction des CSH. Les interactions entre les CSH et 

les cellules micro-environnementales sont indispensables et sont médiées à la fois par des produits 

sécrétés et par des contacts intercellulaires. 

B. Hématopoïèse leucémique 

1. Notion de cellule souche leucémique ou CSL  

La mise en évidence de l’existence des CSL a été apportée par des travaux de l’équipe de John Dick 

sur des modèles murins. La transplantation de cellules primaires de LAM dans des souris 

immunodéficientes SCID (7) ou NOD-SCID (8) a permis de démontrer que seule une fraction 

minoritaire de cellules, les SL-IC (SCID Leukemia-Initiating Cells), est susceptible d’initier une LAM et 

de maintenir la croissance du clone leucémique à long terme in vivo. En plus de leur capacité à se 
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différencier et proliférer, les SL-IC possèdent un fort potentiel d’auto-renouvellement. Ces cellules 

SL-IC seraient essentiellement présentes dans la fraction cellulaire CD34+ CD38-. (8) 

L’hématopoïèse leucémique se développe en parallèle de l’hématopoïèse normale. Elle conserve des 

caractéristiques comparables à cette dernière, entre autres sur le plan de la résistance à l’apoptose 

induite par les agents de chimiothérapie. Cette haute résistance résulte de la propension à la 

quiescence, et de l’expression de plusieurs gènes de multi-résistance aux drogues comme la P-

glycoprotéine, MRP1 ou LRP. (9) 

Les thérapeutiques actuelles restent ainsi peu efficaces sur le compartiment souche responsable des 

rechutes. Un des objectifs majeurs de la cancérologie moderne est une meilleure caractérisation et 

une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires régulant les CSL, afin de mettre en place 

des thérapeutiques susceptibles d’éradiquer définitivement ce pool minoritaire de cellules.  

2. Mécanisme d’oncogenèse dans les LAM  

a) Evènements oncogéniques 

L’étude des mécanismes moléculaires aboutissant au phénotype leucémique a permis de mettre en 

évidence un processus en plusieurs étapes, nécessitant la collaboration d’au moins deux évènements 

oncogéniques mutationnels.  

Une mutation qui confère un avantage sélectif à une cellule est appelée mutation «driver». A 

l’inverse une mutation ne possédant pas un tel effet est dite «passenger». Cependant cette 

classification binaire des mutations dépend du contexte. Les sous-clones tumoraux sont en 

compétition entre eux et contre les cellules normales pour occuper l’espace et les ressources du 

microenvironnement tissulaire. Une modification de cet écosystème peut conférer un avantage 

sélectif à une mutation initialement «passenger» (par exemple une mutation de chimiorésistance). 

Jusqu’à maintenant c’est essentiellement la fréquence d’une mutation dans un ou des types de 

cancers qui a été utilisée pour apprécier le caractère «driver» d’une mutation (10). Ainsi une 

mutation survenant plus fréquemment que le hasard ne le voudrait est considérée comme «driver». 

Cette vision pourrait cependant être réductrice tant il est complexe de définir les déterminants du 

hasard. Par exemple de très grands gènes sont plus fréquemment mutés en vertu de leur longueur, 

d’autres peuvent l’être du fait de leur organisation chromatinienne (11). 

Le nombre médian de mutations somatiques diffère d’un facteur supérieur à 1000 entre les 

différents types de cancers. Parmi eux les LAM possèdent l’un des plus faibles nombres de mutations 

par cas, bien qu’il y ait une grande hétérogénéité entre les individus (12). 

Il est supposé qu’un cancer provoqué par des mutations survenant de façon aléatoire et donc rare 

(stochastique) devrait plutôt survenir après un faible nombre de mutations puissantes sur le plan 

oncogénique. A l’inverse un cancer rattaché à un contexte d’instabilité génétique pourrait évoluer 

par accumulation d’un grand nombre de mutations moins puissantes. La nature oncogénique des 

LAM serait ainsi plutôt stochastique (10). 

En 2002, Gilliland et Griffin ont proposé le modèle « two-hit » de leucémogenèse (13). Dans ce 

modèle, deux lésions, chacune appartenant à une classe différente, coopèrent pour provoquer la 

LAM, aucune des deux n’étant suffisante à elle seule: 
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Les mutations de Classe I (récepteurs tyrosine kinase et signalisation) confèrent un avantage 

prolifératif et les mutations de classe II (facteurs de transcription) bloquent la différenciation et 

l’apoptose. L’événement initiateur serait de classe II et la mutation de classe I plus tardive. 

Ce modèle a été un cadre conceptuel utile. Il est désormais dépassé : de nombreuses autres 

mutations géniques ont ensuite été identifiées, et de nouvelles catégories sont venues s’ajouter aux 

classes I et II.  

La Figure 3 décrit ces groupes. 

 

Figure 3 : Les principaux groupes de mutations récurrentes et leur fréquence dans les LAM de novo (10,12) 

b) Evolution et architecture clonale 

L’évolution clonale peut être imaginée comme une succession de mutations «driver», où chaque 

nouveau clone se développe largement et domine le précédent. L’architecture clonale est alors dite 

linéaire (Figure 4a). 

Les méthodes de séquençage haut débit ont néanmoins révélé que les LAM (mais aussi d’autres 

cancers) ont une architecture clonale plus complexe où la diversité et la domination relative des 

sous-clones varie au cours de la maladie (14), définissant un modèle d’architecture complexe 

ramifiée (Figure 4b). 
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Figure 4 : Evolution linéaire ou ramifiée. Les nombres indiquent le nombre de mutations dans les cellules. Les cellules 

portant les mêmes mutations sont représentées de la même couleur (10) 

C. Leucémogenèse liée aux Isocitrate déshydrogénases 

1. Les isocitrate déshydrogénases et leur mutations : généralités 

La famille des IDH (Isocitrate Déshydrogénase) se compose chez l’Homme de trois membres 

homologues : IDH1, IDH2 et IDH3. Ces enzymes catalysent la décarboxylation oxydative 

de l’isocitrate en α-cétoglutarate (α-CG), aussi appelé 2-oxoglutarate. IDH1 et IDH2 utilisent le NADP 

comme co-substrat (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate), le transformant en NADPH, 

tandis qu’IDH3 utilise le NAD (Nicotinamide Adénine Dinucléotide). La localisation est cytosolique et 

péroxisomale pour IDH1, mitochondriale pour IDH2 et IDH3, ces deux derniers participant au cycle de 

Krebs (Figure 5). 

IDH3 possède des propriétés de régulation allostérique permettant la régulation du cycle de Krebs.  

Les deux autres isoformes, celles d’intérêt en oncologie, sont impliquées dans d’autres contextes : 

métabolisme et « glucose-sensing » (IDH1) et régulation de la respiration oxydative (IDH 2) (15)(16). 
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Figure 5 : Rôle des gènes IDH dans les gliomes et les LAM (17) 

Le gène IDH1 est localisé sur le chromosome 2 en position q33.3, il comprend 10 exons (dont 8 

codants) étendus sur 19 kb. 

Le gène IDH2 présente de fortes homologies avec IDH1. Il est localisé sur le chromosome 15 en 

position q26.1 et comprend 8 exons codants. 

Historiquement les mutations d’IDH1 été identifiées en premier, par séquençage d’exome sur des 

patients atteints de cancer colorectal en 2006 (18). Par la suite et assez rapidement ont été mises au 

jour des mutations récurrentes d’IDH1 et 2 dans des cas de gliomes, la plupart du temps de bas grade 

(19). Puis dans les leucémies aigues myéloïdes (20–23). Enfin dans l’acidurie D-2-hydroxyglutarique 

de type II, une pathologie constitutive cette fois (24). 

La quasi-totalité des mutations d’IDH1 décrites consiste en une substitution de l’arginine en position 

132 (site catalytique), principalement par une histidine (R132H). Apparaissent aussi par ordre de 

fréquence décroissant R132C, R132S, R132G, R132L, avec à chaque fois les mêmes conséquences 

fonctionnelles.  

IDH2 voit muter son arginine en position 172, qui est l’homologue structural de IDH1-R132 ou bien 

son arginine en position 140. Cette dernière occupe également la zone du site catalytique et se 

trouve dans située l’espace très près de la 172 (Figure 6). Les substitutions principales sont R172K et 

R140Q, mais existent également les substitutions R172S, R172W, R172M, R140W, R140L.  
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Figure 6 : Structure du site catalytique d’IDH1 et IDH2 (25) 

2. La fonction néomorphique des IDH mutées 

La thèse d’un effet perte de fonction associé à un effet dominant négatif des IDH mutées (IDHm) sur 

les sauvages (IDHwt), par formation d’hétérodimères wt/m catalytiquement inactifs a d’abord 

dominé, mais elle accusait quelques paradoxes : 

Il a certes été constaté que la capacité de la protéine mutante à exercer sa fonction initiale était 

nettement atténuée, ce par des mesures de production d’α-CG ou de NADPH (26,27), ce qui allait 

dans le sens de cette première idée. 

Et pourtant ces mutations possèdent les caractéristiques des mutations gain de fonction : elles sont 

somatiques, hétérozygotes et occupent des positions hautement conservées. En effet les mutations 

perte de fonction doivent être homozygotes pour avoir un retentissement phénotypique (sauf haplo-

insuffisance), ce qui explique le fait qu’elles soient moins fréquentes, et des mutations à des 

positions variées doivent dans ce cas pouvoir causer la même conséquence simple qu’est la synthèse 

d’une protéine incapable de fonctionner. 

Le voile va se lever progressivement sur ce mystère après 2009 lorsque Dang et al. découvrent une 

fonction néomorphique des proteines IDH1 mutantes (28), en réalité commune à toutes les IDH 

mutantes : la réduction NADPH-dépendante de l’α-CG en D-2-hydroxyglutarate. Cette nouvelle 

activité résulte d’une affinité accrue pour le NADPH et réduite pour l’isocitrate (21,25,28).  

La formation des dimères protéiques étant un phénomène dynamique, les homodimères wt/wt, 

m/m et l’hétérodimère wt/m co-existent probablement dans la cellule mutée.  

Cependant il apparaît que l’hétérodimère est le principal acteur des modifications d’activité. 

En effet il a été montré qu’en son sein les deux sous-unités produisent du D-2HG, à partir d’isocitrate 

ou d’α-CG respectivement, associant donc production de l’oncométabolite et diminution de synthèse 

et consommation de l’α-CG (29).  

En outre la perte de fonction wt induite génétiquement sur des lignées cellulaires mutées IDH1 

entraine une diminution de production de D-2HG, phénomène retrouvé également in vivo dans des 
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cas de gliome à cellules mutées ayant perdu l’allèle IDH1 sauvage, montrant ainsi l’importance de la 

persistance cette sous unité wt dans l’accomplissement de la fonction néomorphique (30). 

3. L’oncogenèse liée au D-2HG 

Le rôle cellulaire du D-2HG est méconnu. Il pourrait constituer un intermédiaire dans la production 

de 5-aminolevulinate et des porphyrines au cours de la synthèse de l’hème (31,32). 

Son oncogénicité résulte, au moins en partie, de son analogie structurale avec l’α-CG, qui en fait un 

inhibiteur compétitif des enzymes à activité α-CG-dépendante (33). 

Or ces enzymes sont nombreuses et ont des rôles variés, il en existe plus de 60 différentes dans les 

cellules des mammifères (34), et parmi elles la famille TET notamment, mais aussi HIF-PHD (Hypoxia 

Inducible Factor-Prolyl Hydroxylase Domain), les histones déméthylases et C-P4H (Collagen Prolyl 4-

Hydroxylase), pouvant être impliquées dans la tumorigénèse respectivement par méthylation 

aberrante de l’ADN, stimulation de l’angiogénèse, modification des histones et maturation anormale 

du collagène. 

D’autres pistes sont néanmoins envisagées, parmi elles des répercussions sur le cycle de Krebs, sur le 

glucose sensing ou bien encore la régulation du stress oxydatif (35). 

a) TET 

La famille d’enzymes TET est constituée de 3 membres : TET1, TET2 et TET3, acteurs de la régulation 

épigénétique. 

Les TET catalysent la conversion des 5-méthylcytosines (5-MC) en 5-hydroxyméthylcytosines (5-HMC) 

(Figure 7) (36). 

 

Figure 7 : Méthylation puis hydroxylation de la cytosine par les enzymes DNMT et TET 

Ces dernières peuvent initier la déméthylation de l’ADN, soit passivement en excluant les DNA 

méthyltransférases (DNMT) des îlots cytosine-guanine (CpG), soit activement via les mécanismes de 

réparation par excision de base (BER) (37). 

Les 5-HMCs empèchent la liaison de protéines au niveau des CpG méthylés, assurant par ce biais une 

régulation transcriptionnelle (37).  

Le lien est maintenant établi entre TET, contrôle de la différenciation cellulaire et maintien des 

cellules souches embryonnaires (38).  

De nombreuses études laissent à penser que la ou les voies oncogéniques dépendantes d’IDH 

passent par les TET :  



22 
 

-L’expression d’IDH1 et IDH2 mutantes de même que l’exposition à du D-2HG exogène 

inhibent TET in vivo comme in vitro, diminuant la production de 5-HMC, lequel processus est 

réversible à l’addition d’α-CG exogène (33). 

-De même lorsqu’on compare les gliomes affichant une mutation d’IDH1 à ceux qui en sont 

dépourvus, on y retrouve des concentrations significativement supérieures en 5-HC et inférieures en 

5-HMC (33). Il faut cependant concéder que la déplétion en 5-HMC est le lot de nombreux cancers 

indépendamment du statut mutationnel d’IDH (39). 

-Une forte corrélation a été mise en lumière entre mutations d’IDH1 et 2 et phénotype 

méthylé des îlots CpG (PMIC) dans un sous-groupe de gliomes toujours (40). 

-Deux études consécutives ont ensuite mis en évidence un profil d’hyperméthylation 

particulier homogène dans des gliomes mutés IDH, similaire au PMIC (41,42). 

De façon intéressante ce profil restait stable quel que soit le grade du gliome, suggérant que ces 

modifications épigénétiques surviennent tôt dans la gliomagénèse (41). Or les mutations d’IDH sont 

également précoces (43). 

 -L’utilisation de vecteurs lentiviraux a permis d’induire des hyperméthylations dans des 

astrocytes humains après introduction de la mutation IDH1 R132H (44,45). A l’inverse lorsqu’était 

induite une surexpression d’IDH1 sauvage une hypométhylation était obtenue, ce qui laisse à penser 

que les concentrations en α-CG pourraient aussi altérer le méthylome (45). 

 -Les leucémies aigues myéloïdes (LAM) ont fait l’objet d’investigations du même ordre et les 

résultats concordent :  

-Des cellules de LAM mutées IDH présentaient un profil d’hyperméthylation globale 

et spécifique de gène similaire à celui des cellules de LAM mutées TET (46). 

-Une comparaison des niveaux de 2-HG et de 5HMC médullaires (respectivement 

plasmatique et cellulaire) et de leur évolution au cours de la maladie chez des patients a 

montré que lorsque les quantités de 2-HC diminuent en réponse au traitement celles de 

5HMC augmentent et inversement à la rechute (47). 

  -Un modèle murin IDH R132H knock in spécifique et conditionnel du tissu 

hématopoïétique affichait un profil de méthylation de l’ADN proche de celui qui caractérise les LAM 

humaines mutées IDH 1 ou 2, et affectant des voies de signalisation impliquées dans la maintenance 

des cellules souches, la prolifération et la différenciation hématopoïétique ainsi que la 

leucémogenèse (48). 

Ainsi il existerait un lien étroit entre IDH, TET, méthylation de l’ADN et tumorigénèse, dont une 

meilleure compréhension passera par l’amélioration de la connaissance du méthylome et de ses 

conséquences sur les profils d’expression génique.  

b) HIF et HIF-PDH 

HIF (Hypoxia Inducible Factor) est un facteur de transcription qui est associé, lorsqu’il est surexprimé, 

à la progression maligne et à un mauvais pronostic dans plusieurs cancers (49). Il a pour cible un 

large éventail de gènes impliqués dans l’adaptation cellulaire à l’hypoxie : modulant l’angiogénèse, la 

glycolyse, la signalisation par les facteurs de croissance, l’apoptose et les métastases (50). 
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En conditions de normoxie, l’enzyme HIF-PHD hydroxyle l’HIF sur deux résidus proline, ce qui 

provoque indirectement sa dégradation par le protéasome (Figure 8) (51).  

Historiquement certaines études ont montré que l’HIF-PHD était inhibée par le D-2HG (33) ou sous 

basse concentration en α-CG (27), permettant une stabilisation de l’HIF en dehors de l’hypoxie 

associée à une expression inappropriée de ses cibles. 

Plusieurs études sur modèles murins ou in vivo tendaient de même à relier la régulation positive de 

l’HIF1α ou de certaines de ses cibles aux mutations d’IDH ou à un apport exogène de D-2HG 

(27,33,52). 

La piste prometteuse est remise en question depuis la parution consécutive d’études affichant des 

résultats en contradiction: le D-2HG n’inhiberait que très faiblement l’HIF-PHD (53) voire l’activerait 

(54) (55), il n’y aurait peut-être pas de corrélation entre le statut mutationnel d’IDH et l’expression 

d’HIF1α, en tout cas dans les gliomes (49) (56), dans certaines lignées cellulaires l’expression d’IDH1 

mutée R132H réduit les concentrations retrouvées d’HIF, et dans une lignée d’érythroleucémie 

l’inhibition de l’HIF-PHD a même permis d’inhiber la transformation leucémique induite par une IDH 

mutante (54,55). Est-ce à dire que dans certaines circonstances l’HIF serait un suppresseur de 

tumeur ? 

La question du rôle d’HIF dans l’oncogenèse reste donc ouverte à l’heure actuelle. 

 

Figure 8 : Régulation de l’HIF en réponse à l’hypoxie (57) 

c) Les Histone déméthylases 

Les histone déméthylases déméthylent les lysines méthylées. Elles régulent l’expression des gènes en 

modulant la structure de la chromatine et la liaison des facteurs de transcription. 

Leur inhibition par le D-2HG pourrait entre autre bloquer la différenciation cellulaire (44). 
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Le D-2HG exogène et la perte de la fonction IDH1 sauvage inhibent in vitro et in vivo un certain 

nombre d’histones déméthylases. De même dans des gliomes humains IDH1 mutés et des lignées 

mutées IDH1 ou 2 on retrouve des marqueurs de méthylation des histones (33,44,53). Enfin chez des 

souris modifiées n’exprimant la mutation IDH1 qu’au niveau des cellules de l’hématopoïèse ont été 

observées une prolifération des progéniteurs hématopoïétiques et la présence d’histones 

hyperméthylées (48). 

d) La C-P4H  

La C-P4H hydroxyle les résidus proline du collagène et catalyse la production d’endostatine (33), 

protéine possédant des propriétés d’inhibition de l’angiogénèse et de la croissance tumorale (58). 

Premièrement l’activité de la C-P4H semble effectivement réduite en présence d’IDH mutée : une 

étude faisant une nouvelle fois appel à la mutagénèse dirigée sur IDH1 montrait chez les souris 

mutées une diminution de l’hydroxylation du collagène (52). 

Ensuite l’expression de l’endostatine est effectivement réduite en présence d’IHD1 mutée, tant dans 

des lignées cellulaires que dans des gliomes (33). 

e) Impact sur le cycle de Krebs 

L’effet Warburg est un phénomène paradoxal, décrit pour la première fois en 1924 par le 

physiologiste allemand éponyme. Il s’agit de la tendance des cellules cancéreuses à se détourner de 

la production d’énergie par phosphorylation oxydative au profit de la fermentation lactique après la 

glycolyse, en conditions pourtant aérobies. Les rendements énergétiques des deux voies étant très 

différents (rapport de 1 à 20), la consommation en glucose se trouve démultipliée au cœur du tissu 

tumoral.  

Cette caractéristique est considérée comme une signature métabolique des cellules cancéreuses 

(59), d’ailleurs exploitée en imagerie par tomographie par émission de positons (TEP) avec le 

fluorodesoxyglucose marqué au fluor 18.  

O. H. Warburg voyait dans cette dysrégulation du métabolisme énergétique une cause d’oncogenèse 

plutôt qu’une conséquence. 

L’identification de mutation des gènes codant la succinate déshydrogénase (SDH) et la fumarate 

déshydrogénase (FDH), enzymes du cycle de Krebs, associées au développement de 

phéochromocytomes et de paragangliomes pour SDH, et de leiomyomes de la peau, de l’utérus et de 

tumeurs rénales pour FDH, a suscité un regain d’intérêt pour cette hypothèse oubliée et plus 

largement sur la question du lien entre dérégulation du métabolisme énergétique et cancer. 

Plusieurs mécanismes ont été proposés, pouvant coexister : 

-Certains auteurs pensent que le cycle de Krebs est peu altéré et que les effets oncogéniques 

secondaires à la perte d’activité de FDH ou SDH dépendent simplement de phénomènes similaires à 

ceux déjà décrits pour IDH. En effet leurs substrats, le fumarate et le succinate, alors accumulés, 

possèderaient des propriétés inhibitrices des enzymes à activité α-CG-dépendante au même titre que 

le D-2HG. Le panel d’enzymes atteintes serait fonction de l’inhibiteur, expliquant des prédispositions 

à des tumeurs très différentes d’un gène muté à l’autre (57,60) (61). 

-D’autres soutiennent que des conséquences directes sur le métabolisme énergétique 

existent et peuvent expliquer une partie de la tumorigénèse.  
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Ils s’appuyent sur les travaux de Reitman et al notamment, qui démontrent la survenue d’une 

déplétion en acides tricarboxyliques (citrate, cis-aconitate, α-CG, malate, fumarate) et une 

accumulation de leurs précurseurs de biosynthèse dans des lignées cellulaires porteuses des 

mutations d’IDH1 R132H ou d’IDH2 R172K, suggérant une régulation négative du cycle de Krebs (62). 

Autre fait remarquable dans cette même étude, le D-2HG semble une fois de plus jouer le premier 

rôle. Les cellules mutées et les cellules traitées par l’oncométabolite affichent de nombreuses 

modifications métaboliques communes, ce qui n’est pas le cas de cellules KO pour IDH1 sauvage (62).  

Le D-2HG pourrait en outre avoir la capacité de découpler la chaine respiratoire en inhibant la 

cytochrome C oxydase et l’ATP synthase (63,64). Le ralentissement du cycle de Krebs peut altérer le 

ratio cellulaire NADPH/NADP+ avec des conséquences multiples (28).  

La concentration cytosolique en acétyl-coenzyme A (Acétyl-CoA) s’en trouve aussi affectée, or elle 

régule l’acétylation de nombreuses protéines potentiellement oncogènes, dont les histones (62,65). 

f) Le glutamate 

Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur majeur du système nerveux central.  

La voie glutamatergique est associée au développement tumoral, à la prolifération, la survie et les 

métastases dans les gliomes et d'autres tumeurs (66,67). Les cellules gliomateuses sécrètent du 

glutamate en excès, sur-activant les récepteurs glutamatergiques. S'ensuit une mort cellulaire 

massive et la promotion de la migration et de l'invasion cellulaire (68). 

Or α-CG, glutamate et glutamine sont étroitement liés au niveau cellulaire : le passage de l'une à 

l'autre de ces molécules s'effectue par simple transamination (Figure 9). 

L'inhibition de la glutaminase qui convertit la glutamine en glutamate ralentit la prolifération des 

cellules gliomateuses IDH1 mutées (69). Enfin l'équipe de Reitman retrouve une déplétion en 

glutamate dans les cellules IDH mutées (62). Si des liens semblent exister, leur teneur exacte reste à 

décrire. 

 

Figure 9 : Transamination Glutamate/α-CG 

g) Glucose-Sensing 

Un contrôle anormal des entrées cellulaires en glucose est associé au développement de cancers du 

colon, du sein, de la prostate, du foie et de la vessie (70). IDH1 contrôle la sécrétion glucose-

dépendante d'insuline par les cellules beta du pancréas (71), d'où la présomption d'une relation. 

L'état des connaissances ne permet pas d'en affirmer plus mais d'aucuns suggèrent qu'IDH pourrait 

communiquer un signal de haute concentration en glucose aux effecteurs du glucose-sensing en aval 

via la production importante d'NADPH. Cette voie pourrait ne pas être réservée aux seules cellules 

pancréatiques. Dans les cellules tumorales mutées persisterait ainsi un signal de glucose bas 

entrainant une utilisation excessive de glucose et par là un avantage prolifératif (15)  
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h) Réponse cellulaire au stress oxydatif 

L'activité d'IDH1 et IDH2 est protectrice vis à vis des radicaux libres et augmente lors d'une exposition 

aux espèces réactives de l'oxygène (ROS) (15). Cette défense passe par le NADPH produit, qui est un 

agent réducteur par action directe et interaction avec les systèmes du glutathion et de la 

thioredoxine (49). 

Si l'α-CG présente aussi des propriétés antioxydantes (49), le D-2HG est capable d'induire un stress 

oxydatif dans des modèles animaux (72). 

Cependant la production de ROS n'était pas significativement altérée dans des lignées cellulaires 

IDH1 mutées (54), elle était même réduite dans le cerveau de souris IDH1 R132H knock in, bien que 

paradoxalement le ratio NADP+/NADPH ait augmenté et le glutathion disponible diminué dans cette 

même expérience (52). 

Ici encore les données contradictoires ne permettent pas de tirer une conclusion solide. 

4. Incidence des mutations d’IDH1 et IDH2 dans les LAM 

Les mutations d'IDH1 et d'IDH2 sont mutuellement exclusives (73). Elles ne sont pas spécifiques des 

LAM puisqu’elles ont été retrouvées à des fréquences variables dans d’autres tumeurs, comme les 

gliomes (74), les syndromes myélodysplasiques (SMD) (75), les syndromes myéloprolifératifs (SMP) 

(76) et les leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) (77). 

Les mutations d’IDH1 sont retrouvées dans 6 à 8% de l’ensemble des LAM (78–80) et dans 10 à 12% 

des LAM à caryotype normal (LAM-CN) (79,81). Elles sont rares dans les LAM de l’enfant (82). Au sein 

des LAM-CN, elles sont étroitement associées aux mutations du gène NPM1 (nucléophosmin 1) (78–

80,83) et des associations avec duplications partielles en tandem (PTD) de KMT2A (K-specific 

Methyltransferase A, anciennement MLL pour Mixed-Lineage Leukemia) ont été rapportées (79).  

Quant aux mutations d’IDH2, elles sont retrouvées dans 9 à 11% des LAM tout venant (78,80) et plus 

fréquemment dans les LAM-CN. Les mutations d'IDH2 R140 sont souvent associées aux mutations de 

NPM1 (84). Les mutations d'IDH2 R172 sont décrites comme mutuellement exclusives des mutations 

KMT2A, NPM1, FLT3 et CEBPA (CCAAT/Enhancer Binding Protein Alpha) (22,78). A la différence des 

mutations d’IDH2 R172 retrouvées dans les gliomes et les LAM, les mutations d’IDH2 R140 

apparaissent restreintes aux LAM (Tableau 2). 
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Tableau 2  : Fréquences des mutations d’IDH1 et IDH2 chez les patients adultes et enfants (84) 

 

La Figure 10 montre l’association entre les mutations d’IDH1/2 et les autres anomalies génétiques 

fréquemment retrouvées dans les LAM. 

 

Figure 10 : les mutations d’IDH dans le paysage génétique et épigénétique de 200 LAM de l’adulte, d’après (12) 

III. Généralités sur les LAM 
Les LAM sont un groupe hétérogène d’hémopathies malignes caractérisées par une prolifération 

incontrôlée de cellules myéloïdes immatures appelées blastes, bloquées dans leur différenciation. 

Cette population de cellules possède un grand pouvoir proliférant à l’origine d’une insuffisance 

médullaire par inhibition de l’hématopoïèse physiologique. Le caractère aigu de la leucémie est dû au 
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potentiel évolutif rapide des symptômes et signes biologiques de la maladie, ainsi que sur la gravité 

des troubles viscéraux engendrés, en l’absence d’un traitement efficace.  

A. Epidémiologie 

Le taux d’incidence standardisé sur la population mondiale est de 2,6 pour 100 000 chez l’homme et 

de 2,3 pour 100 000 chez la femme (rapport hommes/femmes 1,1). 

En France, le nombre de nouveaux cas de LAM en France a été estimé à 2 791 en 2012, en 

augmentation régulière depuis 1980, sachant que la part attribuable aux changements 

démographiques (vieillissement de la population) correspond environ à 40 % de l’augmentation du 

nombre des cas sur cette période.  

L’incidence en France est superposable à celle observée en Europe.  

Il s’agit d’une pathologie touchant essentiellement le sujet âgé (Figure 11), l’âge médian au diagnostic 

est de 71 ans. 

Ces affections restent de très mauvais pronostic avec une survie relative à 5 ans qui ne dépasse pas 

20 % (85). 

 

Figure 11 : Incidence des LAM par âge et sexe en France 2012 (85) 

Les LAM représentent 80% des leucémies aigues (LA) de l’adulte et 20% des LA de l’enfant. 

B. Etiologies 

Les facteurs étiologiques démontrés sont variés :  

-L’exposition à des agents chimiques dont le benzène, les anti-cancéreux (alkylants, 

inhibiteurs de topo-isomérases), 

-L’exposition à des agents physiques, notamment les radiations ionisantes, 

-Les facteurs génétiques constitutionnels favorisant l’instabilité génétique, (trisomie 21, la 

maladie de Fanconi), 



29 
 

-L’âge par le phénomène de « vieillissement » des cellules souches, engendrant des défauts 

de réparation de l’ADN responsables de modifications génétiques ou chromosomiques, 

-La présence d’hémopathies myéloïdes pré-existantes à la LAM, notamment les SMP ou SMD. 

C. Présentation clinique 

La présentation clinique résulte de deux conséquences de la maladie : l’insuffisance médullaire et le 

syndrome tumoral.  

Les circonstances du diagnostic sont variables, allant de la découverte fortuite sur un hémogramme, 

aux symptômes  graves nécessitant l’hospitalisation en urgence. 

L’insuffisance médullaire peut se manifester sous trois syndromes : 

-Anémique : avec pâleur, asthénie et dyspnée, 

-Infectieux : secondaire à la neutropénie, touchant préférentiellement les sphères ORL et 

pulmonaire, 

-Hémorragique : lié à la thrombopénie, se manifestant au niveau cutané ou muqueux, 

éventuellement aggravé par une coagulation intra-vasculaire disséminée. 

Le syndrome tumoral regroupe les signes cliniques et paracliniques liés à l’infiltration des tissus par 

les cellules blastiques. 

Il pourra s’agir d’une hépatosplénomégalie, de douleurs osseuses, d’hypertrophies au niveau gingival 

ou testiculaire, de lésions cutanées ou encore d’une méningite blastique.  

L’hyperleucocytose a un retentissement clinique à partir de 100 Giga/Litre (G/L) : une leucostase à 

retentissements pulmonaire et cérébral. 

D. Présentation biologique 

1. Cytologie 

a) L’hémogramme  

La numération de formule sanguine fera suspecter une LAM devant l’existence de cytopénie(s) 

associée(s) ou non à la présence de blastes. La leucocytose est très variable. Elle va de la leucopénie 

franche à une hyperleucocytose supérieure à 100 G/L. L’anémie de cause centrale, majoritairement 

normocytaire, normochrome et arégénérative est quasi-constante. La thrombopénie est fréquente. 

La blastose est variable.  

Sur un frottis coloré au May-Grünwald Giemsa, les blastes sont des cellules présentant un rapport 

nucléo-cytoplasmique élevé, une chromatine fine contenant souvent un ou plusieurs nucléoles 

visibles et un cytoplasme basophile. Leur morphologie est par ailleurs variable d’un sous-type à 

l’autre (granulations, corps d’Auer). L’European Leukemia Net (ELN) recommande un décompte sur 

au moins 200 cellules (86). 

b) Le myélogramme 

Le myélogramme est indispensable à l’établissement du diagnostic. Il doit montrer une infiltration 

médullaire au moins égale à 20% de blastes, sauf en cas de t(15;17), t(8;21), inv(16) or t(16;16), selon 
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la classification de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 2016 (87). L’ELN recommande un 

décompte sur au moins 500 cellules (86). 

A leur description morphologique peut s’ajouter l’étude cytochimique de la myéloperoxydase (MPO) 

et des estérases non spécifiques (hydrolyse du Naphtol-ASD-Acétate ou NASDA), permettant de 

mettre en évidence dans certains cas une différenciation myéloïde ou monoblastique et monocytaire 

respectivement. 

Ces données permettent la catégorisation de la LAM selon la classification FAB (French American 

British, voir III.E.1).  En cas d’aspiration médullaire pauvre non informative, le myélogramme est 

complété par l’étude immuno-histochimique d’une biopsie ostéo-médullaire (BOM). 

2. L’immunophénotypage 

L’immunophénotypage, permet la détection de l’expression de divers antigènes de différenciation 

membranaires ou intra-cytoplasmiques par les cellules sanguines ou de la moelle osseuse. Il permet 

de : 

-Différencier les LAM des LAL,  

-Diagnostiquer les LAM de phénotype mixte 

-Déceler les LAM indifférenciées 

-Déterminer le stade de différenciation des cellules blastiques 

 -Détecter les phénotypes aberrants en vue d’un suivi de maladie résiduelle (MRD) 

Le Tableau 3 montre les marqueurs (clusters de différenciation, CD) qui au sein du panel déployé 

permettront de préciser le diagnostic de la LAM selon l’ELN (86). 

Tableau 3 : Marqueurs cellulaires de surface et cytoplasmiques essentiels au diagnostic des LAM (86) 

Stade ou lignée  Marqueur 

Stade précoce CD34, CD38, CD117, CD133, HLA-DR 

Lignée granuleuse CD13, CD15, CD16, CD33, CD65, cMPO 

Lignée monocytaire CD11c, CD14, CD64, lysozyme, CD4, CD11b, CD36 

Lignée mégacaryocytaire CD41, CD42, CD61 

Lignée érythroblastique CD235a 

 

3. La cytogénétique 

Le caryotype conventionnel des cellules blastiques, préférentiellement réalisé sur moelle osseuse, 

fournit une aide diagnostique et pronostique indispensable à la prise en charge d’une LAM. La 

présence d’une t(16;16)/inv(16;16), t(8;21) ou t(15;17) permet de poser le diagnostic de LAM 

indépendamment du pourcentage de blastes. Les valeurs pronostiques des anomalies retrouvées 

seront détaillées ci-après dans le chapitre dédié. Pour être interprétable, le caryotype doit être 

réalisé sur un minimum de vingt mitoses. L’établissement d’un caryotype normal nécessite l’analyse 

d’au moins 20 mitoses. Ce nombre est recommandé mais non obligatoire en présence d’une 

anomalie (86). 



 

Les techniques de Fluorescence In Situ Hybridization

présence de remaniements suspectés, ou pour détecter 

cryptiques (KMT2A, par exemple).

4. La biologie moléculaire

La biologie moléculaire réalisé

rencontrées de manière récurrente dans les LAM. Elle représente une alternative pour la recherche 

de transcrits de fusion secondaires aux translocations 

Certains gènes tels que NPM1, FLT3 

pour la prise en charge thérapeutique du patient d

de la MRD seront aussi étudiés et le cas échéant quantifié

cibles thérapeutiques expérimentales et pourront à ce titre être

mutations d’IDH1 et IDH2).  

Il est recommandé d’extraire de l’ARN et de l

sera privilégié (86). 

E. Classifications des LAM

1. Classification FAB 

Proposée en 1976, révisée en 1985 par le French American British Cooperative Group

classification FAB catégorisait les 

critères morphologiques et cytochimiques (MPO, NASDA)

Tableau 4 : Classification FAB avec associations cytogénétiques, d’après 

Ce classement établi dans un but diagnostique apporte

de chaque entité. 

Cette classification historique structure de nos jours une partie de 

Otherwise Specified » de la classification OMS

Les techniques de Fluorescence In Situ Hybridization (FISH), sont mises en œuvre pour confirmer

remaniements suspectés, ou pour détecter certains remaniements pouvant être 

par exemple). 

La biologie moléculaire 

La biologie moléculaire réalisée au diagnostic permet d’étudier certaines altérations géniques 

rencontrées de manière récurrente dans les LAM. Elle représente une alternative pour la recherche 

de transcrits de fusion secondaires aux translocations récurrentes en cas d’échec du caryotype

NPM1, FLT3 et CEBPA constituent des marqueurs moléculaires décisionnels 

pour la prise en charge thérapeutique du patient dans les LAM-CN. Les marqueurs potentiels de suivi 

de la MRD seront aussi étudiés et le cas échéant quantifiés. Les mutations d’autres gènes sont des 

érimentales et pourront à ce titre être recherchées

andé d’extraire de l’ARN et de l’ADN et de conserver un culot cellulaire. A déf

Classifications des LAM 

révisée en 1985 par le French American British Cooperative Group

les LAM (définies alors par une blastose médullaire 

critères morphologiques et cytochimiques (MPO, NASDA) Tableau 4 :  

: Classification FAB avec associations cytogénétiques, d’après (88) 

abli dans un but diagnostique apporte peu d’informations concernant le pronostic 

Cette classification historique structure de nos jours une partie de la catégorie des LAM «

» de la classification OMS des leucémies aigues. 
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2. Classification OMS 

La classification OMS des leucémies aigues et des pathologies myéloïdes fait désormais référence. 

Elle vient tout juste d’être révisée en avril 2016 (87). Son chapitre « leucémies aigues myéloïdes et 

néoplasies liées » a intégré au fil des éditions les avancées cytogénétiques et moléculaires 

successives ainsi que des critères d’antécédents pathologiques et thérapeutique possédant une 

valeur en termes de pronostic ou de réponse au traitement. 

Le Tableau 5 en présente les entités. 

Tableau 5 : Classification OMS 2016 des LAM et autres néoplasies liés (87) 

Leucémie aigue myéloïde et néoplasies liées 

        Leucémie aigue myéloïde avec anomalies génétiques récurrentes 

                LAM avec t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1  

                LAM avec inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11  

                LAP (Leucémie aigue promyélocytaire) avec PML-RARA  

                LAM avec t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A  

                LAM avec t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214  

                LAM avec inv(3)(q21.3q26.2) ou t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM   

                LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1  

                                Entité provisoire: LAM avec BCR-ABL1  

                 LAM avec mutation de NPM1  

                 LAM avec mutations bialléliques de CEBPA  

                                Entité provisoire: LAM avec mutations de RUNX1  

        Leucémie aigue myéloïde avec anomalies liées aux myélodysplasies 

        Néoplasies myéloïdes liés à un traitement  

        Leucémie aigue myéloïde sans autre spécification (NOS) 

                LAM avec différenciation minimale  

                LAM sans maturation  

                LAM avec maturation  

                Leucémie aigue myélomonocytaire  

                Leucémie aigue monoblastique/monocytaire  

                Leucémie érythroïde pure 

                Leucémie aigue mégacaryoblastique  

                Leucémie aigue à basophiles  

                Panmyélose aigue avec myélofibrose  

        Sarcome myéloïde  

        Proliférations myéloïdes liées au syndrome de Down  

                Myélopoïèse anormale transitoire  

                Leucémie myéloïde associée au syndrome de Down  

 

La première catégorie répertorie les LAM avec anomalies cytogénétiques récurrentes. Elle inclut 

notamment les LAM associées au Core Binding Factor (LAM-CBF) avec t(8;21)(q22;q22), 

inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22), et les leucémies aigues promyélocytaires (LAP) avec 

t(15;17)(q22;q12). Ces trois entités distinctes se démarquent de ce groupe par leur pronostic 

favorable. Ces trois anomalies sont les seules à suffire pour porter le diagnostic de LAM 

indépendamment du pourcentage de blastes médullaires. 
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La révision 2016 apporte quelques nouveautés dans ce groupe. Les mutations de CEBPA doivent être 

bialléliques pour porter une valeur de bon pronostic et s’inscrire désormais dans cette catégorie. Ces 

mutations bialléliques de CEBPA et les mutations de NPM1 l’emportent désormais sur la présence 

d’une dysplasie multilignée en l’absence d’anomalie cytogénétique relative aux SMD. Deux entités 

provisoires sont créées, les LAM avec BCR-ABL1 car elles peuvent bénéficier d’un traitement par 

inhibiteur de tyrosine kinase, et les LAM de novo avec mutation de RUNX1 en l’absence d’anomalie 

cytogénétique relative aux SMD, entité biologique distincte qui serait associée à un mauvais 

pronostic. 

La seconde catégorie répertorie l’ensemble des LAM avec anomalies relatives aux myélodysplasies 

(LAM-MRC). Elle englobe les LAM secondaires à la transformation d’un SMD ou d’un SMD/SMP, 

celles caractérisées par la présence d’une dysplasie touchant plus de 50% des cellules d’au minimum 

deux lignées myéloïdes sauf si NPM1 ou les deux allèles de CEBPA sont mutés, ou encore les LAM 

porteuses des anomalies cytogénétiques caractéristiques des myélodysplasies (Tableau 6).  

Tableau 6 : Anomalies cytogénétiques permettant le classement dans le groupe des LAM avec anomalies relatives aux 

SMD.  

Anomalies équilibrées Anomalies déséquilibrées Caryotype complexe 

t(11;16)(q23;p13.3) 

t(1;3)(p36.3;q21.1) 

t(3;21)(q26.2;q22.1) 

t(2;11)(p21;23) 

t(5;12)(q33;p12) 

t(5;7)(q33;q11.2) 

t(5;17)(q33;p13) 

t(5;10)(q33;q21) 

t(3;5)(q25;q34) 

monosomie 7 ou del(7q) 

monosomie 5 ou del(5q)  

i(17q) ou t(17p)        

monosomie 13 ou del(13q) 

del(11q)                              

del(12p) ou t(12p)    

idic(X)(q13) 

Au moins trois anomalies 

cytogénétiques, aucune 

d’entre elles n’appartenant 

aux entités de la catégorie des 

LAM avec anomalies 

cytogénétiques récurrentes 

La délétion 9q présente jusqu’en 2008 est retirée dans la révision 2016 en raison de son association avec les mutations 

de NPM1 et mutations bialléliques de CEBPA. 

La troisième catégorie regroupe les néoplasies myéloïdes induites par un traitement  (LAM-t). Elle 

réunit l’ensemble des SMD, SMD/SMP et LAM survenant après un traitement par agents alkylants ou 

inhibiteurs de topoisomérase II et/ou radiothérapie. Leur pronostic est défavorable. 

Les LAM sans autre spécification (LAM-NOS) constituent la quatrième catégorie. Elle accueille 

l’ensemble des LAM ne possédant aucun critère pouvant les faire appartenir aux autres entités. La 

stratification de ce groupe repose sur des critères similaires à ceux employés dans la classification 

FAB auxquels s’ajoutent les LA à basophiles et les panmyéloses aigues avec myélofibrose. Dans la 

nouvelle classification les myéloblastes sont toujours comptés comme un pourcentage de l’ensemble 

des cellules médullaires. L’entité érythroleucémie erythroïde / myéloïde est donc supprimée. Elle 

était définie par les cas comptant ≥50% de précurseurs érythroïdes et ≥20% de myéloblastes parmi 

les cellules non-érythroïdes. 

Les sarcomes granulocytaires constituent la cinquième catégorie. 

La sixième et dernière catégorie réunit les proliférations myéloïdes relatives au syndrome de Down. 

Elle distingue la réaction leucémoïde transitoire de la leucémie myéloïde associée au syndrome de 

Down.  
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Les néoplasies blastiques à cellules dendritiques plasmocytoïdes étaient rattachées au groupe des 

LAM dans la version 2008, elles en sont retirées dans la révision 2016. 

F. Facteurs pronostiques 

Le pronostic des patients atteints de LAM est très hétérogène. Cette diversité s’expliquerait par les 

caractéristiques physiologiques et pathologiques propres à chaque patient, et par la variété des 

profils cytologiques, cytogénétiques et moléculaires. 

1. Facteurs pronostiques liés au patient 

L’âge avancé au diagnostic est un facteur indépendant de mauvais pronostic. Il est associé à une 

diminution des taux de rémission complète (RC), de survie sans rechute (RFS) et de survie globale 

(OS). La résistance et la mortalité secondaires aux traitements sont accrues (86). 

Les co-morbidités, les incapacités fonctionnelles (insuffisance cardio-pulmonaire, hépatique et 

rénale) et l’altération de l’état général diminuent la tolérance à la chimiothérapie d’induction et 

rendent les patients plus vulnérables aux infections.  

La fréquence des anomalies cytogénétiques de pronostic défavorable est aussi plus importante chez 

les patients âgés (caryotypes complexes, anomalies des chromosomes 5, 7 et 17 notamment.  

2. Facteurs pronostiques liés à la pathologie 

a) Leucocytose au diagnostic 

Les LAM hyperleucocytaires sont caractérisées par une leucocytose sanguine supérieure à 100 G/L au 

diagnostic et sont un facteur de pronostic défavorable. La principale complication est la leucostase, 

cérébrale et/ou pulmonaire, secondaire à l’adhésion des blastes à l’endothélium vasculaire et leur 

adressage dans les tissus. Ce phénomène est pourvoyeur de décès précoces par hémorragie 

cérébrale ou défaillance respiratoire, et de rechutes par envahissement neuro-méningé. Un taux de 

LDH élevé (lactate déshydrogénase) et la présence d’une hépato-splénomégalie, eux aussi reflets de 

l’activité tumorale, sont aussi un impact pronostic défavorable (89). 

b) LAM secondaires 

Les LAM secondaires comprennent les LAM-t et les LAM-MRC de la classification OMS. 

L’incidence des LAM-t croit avec l’âge. Si la fréquence des d’anomalies cytogénétiques défavorables, 

une éventuelle persistance de la pathologie initiale, et une possible une cytotoxicité secondaire aux 

traitements antérieurs, permettent d’expliquer en partie le devenir de ces patients, la qualité de 

facteur indépendant de mauvais pronostic des LAM-t a tout de même été montrée (à l’exclusion des 

LAP-t). (90) 

L’indépendance de la valeur pronostique reconnue aux LAM-MRC est plus controversée (91,92). 

c) Cytogénétique 

La cytogénétique est le facteur pronostique de la survie le plus puissant. Son intérêt est prouvé dans 

l’adaptation des stratégies thérapeutiques au risque, notamment concernant l’indication de 

l’allogreffe en première RC.  

Communément, la stratification selon l’impact pronostique des anomalies cytogénétiques s’effectue 

en trois groupes. La classification la plus consensuelle est celle du groupe MRC de 2010 (93), bien que 

le bon classement de certaines anomalies dans les groupes intermédiaires et défavorable soit encore 

en discussion. 
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25% des cas de LAM comportent des anomalies cytogénétiques associées à une évolution favorable 

de la pathologie, caractérisée par des taux de RC supérieurs à 90% ainsi qu’une OS comprise entre 55 

et 85%. Ce sont les LAP et les LAM-CBF. 

10 à 20% des patients sont porteurs d’anomalies cytogénétiques de mauvais pronostic, prédisant une 

OS inférieure à 20%. Ce groupe à haut risque cytogénétique tend à être représenté par une 

population plus âgée, atteinte de LAM secondaires. Il englobe notamment les inv(3)/t(3 ;3), délétions 

du bras long ou monosomies des chromosomes 5 et 7, anomalies du 3q, et les caryotypes complexes, 

définis par la présence d’au minimum trois anomalies cytogénétiques. Le caryotype monosomal, 

absent de l’étude MRC est également associé à un pronostic sombre. Il est défini par la présence 

d’une monosomie autosomale associée à au moins une monosomie autosomale additionnelle ou au 

moins une anomalie chromosomique structurale (en dehors de celles caractérisant les LAM-CBF ou 

les LAP) (94). 

Enfin, un groupe à risque cytogénétique intermédiaire, extrêmement hétérogène, a été défini. Il 

englobe l’ensemble des anomalies cytogénétiques non répertoriées dans les groupes à pronostic 

favorable ou défavorable ainsi que les LAM-CN. 

Néanmoins, l’impact pronostique de certaines anomalies rares : del(7q), trisomie 8 isolée, del(9q), 

t(v ;11)(v ;q23), t(9 ;11), del(20q) demeure incertain, conséquence du faible recrutement dans les 

essais cliniques ainsi que des divergences de protocoles thérapeutiques proposés aux patients (86). 

La trisomie 22 ajoutée à la fusion CBFB-MYH11 est associée à une plus longue RFS dans ce type de 

LAM-CBF. C’est le seul exemple d’anomalie cytogénétique additionnelle clairement associée à une 

modification du pronostic. 

Les conséquences des autres remaniements chromosomiques additionnels restent à être évaluées. 

d) Biologie moléculaire 

La recherche de mutations de marqueurs pronostiques moléculaires est un complément 

indispensable. Ces marqueurs permettent notamment d’affiner la stratification au sein du groupe de 

risque cytogénétique intermédiaire. 

Plusieurs classifications associant pronostic génétique et moléculaire ont été proposées, dont les 

trois principales sont rapportées dans le Tableau 7. 

La classification de l’ELN a longtemps fait autorité. Elle reprend le schéma classique de la 

classification cytogénétique, se divisant en trois groupes pronostiques : favorable, intermédiaire (I et 

II) et défavorable. Elle tient notamment compte du pronostic favorable associé aux mutations de 

NPM1 dans les LAM-CN, nuancé par la présence d’une mutation FLT3-ITD (Duplication Interne en 

Tandem). Elle nécessite cependant d’être affinée sur plusieurs points :  

-Il est désormais bien établi (et entériné par la révision OMS 2016) que concernant les 

mutations de CEBPA, seules les LAM ayant une mutation biallélique doivent figurer dans le groupe de 

cytogénétique favorable (87,95).  

-Les mutations des gènes TP53 et RUNX1 sont associées à un mauvais pronostic (Tumor 

Protein P53 et  Runt-related transcription factor respectivement) (87,96).  

L’impact d’autres anomalies est plus discuté en termes de stratification. Outre atlantique le group 

National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (97) associe la présence de FLT3-ITD dans un 
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contexte de caryotype normal au groupe de pronostic défavorable (Tableau 8). Ce même groupe classe 

les patients porteurs d’une LAM-CBF avec une mutation de KIT dans le groupe intermédiaire. 

De même est débattue l’importance des impacts pronostiques de FLT3-ITD avec d’autres anomalies 

(trisomie 8, DNMT3A, KMT2A-PTD, TET2), du ratio allélique de FLT3-ITD, de KMT2A-PTD, IDH1/2 ou 

encore ASXL1, pour ne citer que les principaux (96,98–100). 

Tableau 7 : Classifications pronostiques selon les caractéristiques cytogénétiques et moléculaires des LAM, des différents 

groupes coopératifs d’après (86,96,98) 

 

Tableau 8 : Classification pronostique des LAM proposée par le NCCN (97) 

 

e) Impact pronostic des mutations d’IDH1/2 

L’impact pronostique des mutations d’IDH1/2 reste controversé, d’autant qu’il existe un manque 

d’homogénéité entre les études actuelles : les gènes étudiés et les codons atteints sont envisagés 

tantôt ensemble ou bien séparément. 
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Pour IDH1m certaines études rapportent une valeur pronostique défavorable dans le sous groupe de 

pronostic favorable NPM1 muté sans FLT3-ITD des LAM-CN (22,78,101); alors que l’étude de 

Schnittger et al retrouve cet effet négatif uniquement dans le sous groupe NPM1 non muté des LAM-

CN (79). D’autres équipes ne retrouvent pas d’influence significative sur le pronostic.  

L’impact pronostique des mutations d’IDH2 semble dépendre du codon affecté.  

En effet, il est reconnu que les LAM mutées IDH2 R172K, représentent une entité biologique et 

clinique distincte caractérisés par des profils d’expression génique et de miRNA uniques (22), avec 

des taux de RC et de survie plus faibles que chez les patients non mutés (22,83). 

L’impact pronostique des mutations IDH2 R140 dans les LAM-CN est en revanche plus controversé. 

Parmi les rares études envisageant ces mutations à part des autres, deux leur attribuent une valeur 

pronostique positive (98,102). 

Le Tableau 9 reprend les conclusions des principales études portant sur le sujet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

Tableau 9: caractéristiques cliniques et génotypiques des patients porteurs d’une mutation d’IDH1 ou IDH2 dans les LAM. 

D’après (84) (20–22,25,46,78–83,98,101–109). Données de survie concernant les mutations IDH1R132, IDH2R172, 

IDH2R140 
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3. Facteurs pronostiques liés au traitement 

a) Délai entre diagnostic et traitement 

Une étude américaine a évalué l’impact du délai entre diagnostic et début du traitement sur la 

réponse et la survie sur une cohorte rétrospective de 1660 LAM (110). Ce travail suggère qu’il est 

possible de retarder l’initiation du traitement des LAM uniquement chez les patients âgés de plus de 

60 ans et qu’il est préférable de ne pas dépasser un délai de 5 jours. 

b) Obtention de la rémission complète et réponse précoce 

L’obtention d’une RC à l’issue d’une seule cure de chimiothérapie d’induction constitue un facteur 

pronostique essentiel pour la survie sans maladie et la survie globale. 

RC est ainsi définie par l’ELN (86) : 

-Polynucléaires neutrophiles circulants > 1 G/L, 

-Indépendance aux transfusions de culots de globules rouges 

-Plaquettes circulantes > 100 G/L,  

-Pas de localisation extramédullaire, 

-Blastose médullaire < 5%, absence de corps d’Auer.  

En cas d’échec, des traitements de rattrapage permettent néanmoins de mettre en rémission 

certains patients; mais pour limiter le taux d’échec post-induction (d’impact pronostique très 

défavorable), les stratégies actuelles visent à identifier précocement les patients mauvais 

répondeurs. C’est l’objectif de la réalisation d’un myélogramme à J15 dans la plupart des protocoles 

thérapeutiques afin de détecter les patients mauvais répondeurs. La vitesse de clairance sanguine 

des blastes en cytométrie en flux (CMF) a également été testée avec succès dans cette application 

(111).  

De même l’évaluation de la clairance blastique à J5, influence la réponse et la survie (112). 

L’évaluation de la réponse précoce par quantification de la maladie résiduelle MRD sera abordée 

dans le chapitre éponyme. 

4. Facteurs pronostiques en situation de rechute 

La rechute est définie après une RC par la réapparition d’une blastose médullaire >5%, la présence de 

blastes dans le sang ou une localisation extramédullaire.  

Malgré les progrès thérapeutiques, la fréquence des rechutes demeure élevée et les réponses aux 

traitements de la rechute sont décevantes avec une durée de seconde rémission souvent brève 

lorsqu’elle est atteinte et un pronostic sombre. Les facteurs pronostiques à la rechute sont aussi 

connus. Une étude hollandaise s’est intéressée à 667 patients de moins de 60 ans porteurs de LAM 

non promyélocytaires en 1ère rechute. Les quatre facteurs pronostiques mis en évidence sont la 

durée de la première rémission, les anomalies cytogénétiques au diagnostic, l’âge à la rechute et les 

antécédents de greffe de cellules souches. La combinaison de ces quatre facteurs permettait de 

distinguer trois groupes de risque: un groupe favorable avec une OS à 5 ans de 46 %, un groupe 

intermédiaire à 18 % et un groupe défavorable à 4 %. A noter néanmoins que 2/3 des patients se 

trouvaient dans le dernier groupe, avec une survie de 16 % à 1 an: pour ces patients, des approches 

palliatives ou protocolaires doivent probablement être privilégiées (113). 
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G. Traitement des LAM 

Les progrès récents dans la connaissance de la biologie des LAM devront conduire à la définition de 

traitements adaptés à chaque patient sur la base du profil génétique de sa pathologie. Pour l’heure la 

prise en charge des patients reste relativement uniforme. 

Le traitement doit être instauré sous contrôle des désordres métaboliques, ainsi que de l’état 

infectieux du patient. Dans le cas des LAM à présentation hyperleucocytaire, il pourra être précédé 

d’une administration de cytostatiques (tel que l’hydroxyurée). 

Leucémie aigue promyélocytaire exclue, la prise en charge des LAM repose sur la chimiothérapie 

intensive et l’allogreffe de moelle osseuse, au moins chez les patients les plus jeunes, capables de 

tolérer les traitements agressifs (114). 

1. Traitement d’induction 

Le traitement d’induction standard combine la cytarabine avec une anthracycline. 

La combinaison habituelle est le « 3+7 » : 7 jours d’administration continue de cytarabine à 100 ou 

200 mg/m²/J du jour 1 au jour 7 et daunorubicine à 60 mg/m²/J du jour 1 au jour 3. 

a) Perspectives pour le traitement d’induction 

Récemment plusieurs études randomisées ont évalué le recours à des doses plus élevées 

d’anthracyclines ou de cytarabine ou encore l’ajout d’un troisième agent durant l’induction. Il est 

cependant difficile de comparer ces études car elles diffèrent sur plusieurs paramètres clés, comme 

le nombre de cycles d’induction, les posologies dans le bras contrôle, et la suite du traitement 

proposée en fonction de la réponse. 

(1) Anthracyclines 

Trois études se sont attachées à comparer des doses journalières de daunorubicine de 90 contre 45 

mg/m²/J dans un schéma d’induction 3+7, incluant des patients de tranche d’âge différente. Il en 

ressort que la dose de 45mg/m²/J est suboptimale jusqu’à l’âge de 65 ans (115–118). 

Un seul essai récent a comparé les doses de 60 contre 90 mg/m²/J en 3+7, suivi d’un second cycle à 

50 mg/m²/J pour les patients de risque favorable ou intermédiaire. La mortalité précoce était 

significativement supérieure à J 60 dans le bras 90 mg/m²/J. La durée de suivi est trop coute pour 

conclure de façon solide quant à une éventuelle différence d’OS (119). 

Deux essais se sont attachés à évaluer l’idarubicine à 12mg/m²/J contre la daunorubicine à 80 

mg/m²/J en 3+7 dans un cas ou 50 mg/m²/J en 5+7 dans le second, sans démontrer de supériorité 

d’un bras sur l’autre. 

Les activités antileucémiques de 60 ou 90 mg/m²/J de daunorubicine ou 12 mg/m²/J d’idarubicine 

semblent similaires tout comme les profils de toxicité, en l’absence de second cycle impliquant une 

anthracycline systématique pour les répondeurs (120,121). 

(2) Cytarabine 

Depuis plus d’une décennie des groupes s’attachent à évaluer la pertinence de schémas à haute dose 

de cytarabine (HiDAC). Ces traitements ne sont pas homogènes, ils consistent en une dose de 

cytarabine comprise entre 1000 et 3000 mg/m²/12h chaque jour ou bien un jour sur deux associée à 

une anthracycline dans un schéma type 3+7 ou alternatif, et éventuellement une troisième molécule. 
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Historiquement, deux études avaient échoué à démonter un bénéfice clinique clair de ce type 

d’approche par rapport à l’induction standard (IDAC), notamment du fait de la toxicité des protocoles 

testés (122,123). 

Plus récemment, deux groupes ont testé des approches moins toxiques, associant une faible dose 

d’étoposide dans un cas, adoptant une démarche en double induction associant l’amsacrine dans 

l’autre.(124,125) Les résultats diffèrent. Dans la première étude les taux de réponse sont améliorés, 

sans augmentation de la mortalité précoce, la RFS est plus longue de même que l’OS chez les 

patients de moins de 45 ans. La seconde étude ne retrouve aucune différence significative entre les 

bras. La question de l’HiDAC en induction n’a donc toujours pas de réponse claire en 2016. 

(3) Ajout d’une troisième molécule 

-Gemtuzumab ozogamicine (GO) 

Le GO a été retiré du marché par la FDA (Food and Drug Administration) à cause de la mortalité 

précoce importante au cours de la première étude qui l’évaluait en induction (126). Cette décision 

est contestée depuis que plusieurs études ont montré un bénéfice significatif du GO combiné à la 

chimiothérapie d’induction ou d’induction-consolidation (127–130), mais pas en entretien (126,131). 

La dose de 3 mg/m² peut être administrée aux patients âgés ou de façon itérative (128). 

Le GO bénéficie aux patients de risque favorable et intermédiaire y compris avec FLT3-ITD mais pas à 

ceux qui présentent un caryotype défavorable (130). 

-Analogues de purines 

L’ajout de cladribine pourrait présenter un bénéfice particulièrement dans les groupes de haut 

risque, des patients de plus de 50 ans ou dont le caryotype est défavorable (132). 

La clofarabine a une activité antileucémique (133,134), elle est en cours d’évaluation en combinaison 

avec le 3+7 traditionnel (135). 

Dans une population jeune la combinaison fludarabine, cytarabine, granulocyte colony-stimulating 

factor (G-CSF) et idarubicine (FLAG-Ida) a montré une amélioration des taux de RC en une cure et une 

réduction du risque de rechute (136). 

-Sorafenib 

Le sorafenib a une activité in vitro sur FLT3-ITD. 

Le sorafenib n’a pas montré d’intérêt chez les patients âgés en combinaison avec l’induction et une 

consolidation avec IDAC avec ou sans FLT3-ITD (137). 

Peu de données sont disponibles pour l’heure chez les patients jeunes. 

2. Traitement post-rémission 

a) Consolidation 

Des cycles HiDAC ou IDAC sont recommandés en consolidation. La dose, le schéma et le nombre de 

cycles ne sont pas consensuels pour toutes les catégories de patients. Néanmoins chez les patients 

jeunes sans projet d’allogreffe l’administration de plusieurs cycles de consolidation HiDAC à 3g/m² 

d’aracytine deux fois par jour aux jours 1,3,5 est le schéma privilégié. 
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L’essai randomisé ALFA-0702/CLARA (dont est issu 75% de la cohorte étudiée dans le présent travail) 

a comparé des cycles de consolidation Clofarabine/IDAC contre HiDAC chez des patients de risque 

intermédiaire et défavorable. La RFS était prolongée dans le premier bras. 

b) Transplantation allogénique de cellules souches hématopoïétiques 

L’un des points les plus critiques de la prise en charge est l’évaluation de la balance bénéfice-risque 

associée à l’allogreffe en première rémission pour chaque patient. 

Si elle reste le meilleur moyen de prévenir la rechute, l’allogreffe est associée à une forte morbidité 

et une forte mortalité liées au traitement (TRM), surtout chez les patients âgés. 

Chez les patients de risque favorable (LAM-CBF, et LAM à caryotype normal LAM-CN avec mutation 

biallélique de CEBPA ou mutation de NPM1 sans FLT3-ITD), le risque de rechute est suffisamment bas 

et le taux de succès du rattrapage suffisamment élevé pour que l’allogreffe puisse être reportée à la 

seconde rémission. Cette stratégie a été validée par des études donneur contre sans donneur (138–

140). 

Les patients jeunes appartenant aux groupes de pronostic intermédiaire ou mauvais sont 

traditionnellement éligibles pour une allogreffe phéno- ou géno-identique en première RC. 

L’évaluation de la balance bénéfice-risque telle qu’elle est codifiée par l’ELN (86) doit déjà être 

reconsidérée devant les avancées récentes dans la description des facteurs pronostiques (voir III.F) et 

les progrès des protocoles d’allogreffe. En effet l’incidence de la TRM a fortement diminué ces 

dernières années, surtout chez les patients âgés grâce au recours au conditionnement d’intensité 

atténuée (RIC). Le RIC pourrait même être préféré au conditionnement myélo-ablatif (MAC, 

traditionnel) chez les plus de 45 ans (141–143). Les sources alternatives de cellules souches sont 

aussi plus exploitées et de façon plus sûre, comme par exemple la greffe haplo-identique suivie de 

l’administration de cyclophosphamide.  

3. Thérapies ciblées et sous-groupes particuliers de LAM 

a) LAM-CBF 

Des arguments forts plaident en faveur de l’usage du GO associé à une chimiothérapie intensive (ICT) 

pour traiter les LAM-CBF. Le GO n’est toujours pas disponible hors essais cliniques pour ces patients 

(127,130). 

Le dasatinib n’a pas montré d’intérêt en maintenance dans les LAM-CBF avec mutation de KIT ou 

hyperexpression de KIT (144). Il est cours d’évaluation (phase 3) en induction combiné avec ICT 

(145,146). 

b) LAM avec mutation FLT3-ITD 

Le Lestaurtinib n’a pas montré d’intérêt ni en consolidation ni dans les maladies en 

rechute/réfractaires (147,148).  

La Midaustaurin est en cours de phase 3 en première induction avec 3+7. 

Le Sorafenib a été évoqué ci-avant en induction, son intérêt post-greffe est en cours d’évaluation.  

Les inhibiteurs de 1ère et 2nde génération ont tendance à sélectionner des mutants FLT3 résistants 

(149). De nouveaux inhibiteurs sont en développement. 
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c) LAM avec mutation de NPM1 

Plusieurs groupes ont voulu étudier les effets de l’acide tout-trans rétinoïque (ATRA) associé à la 

chimiothérapie dans les LAM non promyélocytaires. Les résultats sont contradictoires. Pas d’effet 

significatif dans un essai, contre un bénéfice restreint aux patients avec mutation de NPM1 dans un 

second (150,151). 

Le trioxyde d’arsenic (ATO) pourrait avoir un intérêt dans les LAM avec mutation de NPM1 selon des 

études précliniques (152,153). 

d) LAM avec mutations d’IDH1/2 

(1) Les inhibiteurs des IDH mutées. 

Plusieurs études précliniques ont apporté des preuves de concept concernant les inhibiteurs des 

enzymes IDH mutées, montrant une levée du blocage de différenciation lié aux IDHm dans des 

cellules de patients atteints de LAM avec mutation IDH2 R140Q, associée à la disparition de 

l’hyperméthylation de l’ADN et une diminution des quantités de D-2HG intracellulaire dans une 

lignée cellulaire modèle d’érythroleucémie mutée IDH2 R140Q et des cellules de gliomes avec 

mutation d’IDH1 (154–156). 

De façon analogue à l’acide tout-trans-rétinoïque dans les leucémies aigues promyélocytaires, les 

inhibiteurs d’IDHm lèvent le blocage de maturation des cellules leucémiques qui, une fois leur 

différenciation terminale atteinte suivront leur destin naturel en mourant d’apoptose. La présence 

d’une chimiothérapie concomitante promeut également l’apoptose des cellules leucémiques, cette 

fois en cours de différenciation, du fait de leur division rapide. Les agents différenciateurs présentent 

également l’avantage de n’être théoriquement pas cytopéniants. 

L’évaluation clinique de plusieurs inhibiteurs pharmacologiques sélectifs des IDH mutées est en 

cours. Les études, de phase I et II, sont répertoriées dans le Tableau 10. Trois d’entre elles incluent 

spécifiquement des hémopathies malignes. 

Des résultats intermédiaires des deux études les plus avancées, portant sur l’AG-221 et l’AG-120, 

deux petits inhibiteurs sélectifs des IDH2m et IDH1m respectivement, ont étés présentés (157,158). 

Ils sont particulièrement prometteurs :  

Les deux molécules ont montré des profils de bonne tolérance et faible toxicité autorisant la 

poursuite de leur développement. 

-Concernant l’AG-220, au premier mai 2015, 177 patients atteints de LAM en rechute ou 

réfractaires (LAM-R/R) ou non précédemment traitées, de SMD, leucémies myélomonocytaires 

chroniques ou sarcomes myéloïdes avaient été traités.  

Les concentrations sériques et médullaires en D-2HG étaient normalisées chez 98% des patients avec 

mutation IDH2 R140Q et 88% des patients avec mutation IDH2 R172K. Cette différence entre 

mutations n’était pas retrouvée sur le plan de l’efficacité du traitement.  

Sur 158 patients évaluables le taux de réponse globale était de 40%, dont 16,5% de véritables RC, 

associant clairance des blastes médullaires et restauration des taux de plaquettes et polynucléaires 

neutrophiles circulants.  

Une importante variété de types et de cinétiques de réponse était observée incluant non seulement 

les véritables RC durables, mais aussi des cas de normalisation du compte de blastes médullaires sans 
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reconstitution hématologique complète ou à l’inverse des rémission partielle définies par une 

réduction de plus de 50% du taux de blastes médullaires sans clairance totale, associée en revanche à 

une normalisation de la numération sanguine. Enfin certains patients présentaient de façon durable 

une « maladie stable », fait rare dans les LAM. 21,7% des LAM-R/R atteignaient une RC vraie. Et 

l’ensemble composite des différentes réponses, vraies RC comprises et hors maladies stables 

représentait 28,6% des LAM-R/R.  

Plusieurs patients en réponse partielle ou maladie stable ont pu recevoir plusieurs cycles de 

traitement et restaient dans l’étude aussi longtemps que les patients en RC, suggérant qu’un 

bénéficie clinique pourrait exister sans avoir atteint la RC. 

 -L’essai portant sur l’AG-120 avait inclus, au premier juillet 2015, 66 LAM-R/R et SMD 

récurrents ou réfractaires, dont 61 avaient une réponse évaluable. Une réponse objective était 

observée chez 22 sujets (36%) dont 11 en RC (18%). Les réponses étaient durables : la durée médiane 

de réponse était de 5,6 mois et plusieurs patients avaient une réponse d’au moins 11 mois. Une 

étude moléculaire complémentaire est en cours afin d’explorer les mécanismes de la réponse et de la 

résistance. Comme attendu les réponses étaient obtenues sans passer par une période d’aplasie. 

Les responsables de l’essai rapportent plusieurs cas de syndrome de différenciation, se présentant 

selon les cas sous la forme d’une fièvre sans point d’appel infectieux, d’œdèmes, d’hypotension, 

d’effusions pleurales et péricardiques, ces signes cliniques étant contemporains d’une polynucléose 

neutrophile importante. Ce syndrome peut être dangereux s’il n’est pas rapidement diagnostiqué et 

traité par hydroxyurée, corticoïdes et éventuellement interruption temporaire de l’inhibiteur (159). 

(2) Autres approches 

Le fait que les mutations d’IDH1/2 sont associées à une hyperméthylation de l’ADN suggère une 

possible efficacité des agents déméthylants. La question n’a été étudiée que dans trois études 

rétrospectives sur des effectifs réduits, avec des résultats discordants (160–162). 

Deux études précliniques portant sur la mutation IDH1 R132H dans des modèles murins de sarcomes 

et de gliomes respectivement, rapportent un possible intérêt de la vaccination par peptide (163,164). 
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Tableau 10 : Essais en cours testant les inhibiteurs pharmacologiques des enzymes IDH mutées (165) 
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e) LAM avec cytogénétique de pronostic défavorable 

Dans ce sous-groupe les progrès sont modestes. La cladribine combinée à divers schémas d’induction 

pourrait bénéficier à ces patients (132,166). 

4. Patients âgés 

Le pronostic des patients âgés demeure sombre. Il répond à des facteurs liés au patient et à la 

leucémie. L’état général et la présence de comorbidités ou de dysfonction d’organes affectent la 

tolérance à l’ICT. Les leucémies post-syndrome myélodysplasique de mauvais pronostique sont aussi 

plus fréquentes dans ce groupe. 

Lorsque le risque ELN est favorable, l’ICT est préférée si elle peut être tolérée (167,168). Lorsque les 

patients sont trop fragiles pour l’ICT, l’administration de cytarabine faible dose (LDAC) est assez 

consensuelle mais n’est d’aucun secours si le caryotype est défavorable (169). 

La décitabine et l’azacitidine, deux agents hypométhylants ont montré de meilleurs résultats que les 

LDAC à moyen terme, avec une plus longue survie médiane et à un an, sans bénéfice à long terme 

cependant. Les agents hypométhylants bénéficient particulièrement aux patients dont le caryotype 

est défavorable et/ou présentant des anomalies liées aux SMD (170,171). 

Des résultats de phase II suggèrent un intérêt possible du Volasertib, (inhibiteur de polo like kinase) 

associé à LDAC (172), et de la vosaroxine (inhibiteur de topoisomérase) associé à la décitabine (173). 

5. LAM réfractaires et en rechute 

Le traitement des LAM réfractaires ou en rechute reste mal défini. L’âge, la durée de la première 

rémission, la cytogénétique et l’antécédent de greffe allogénique de moelle osseuse sont les 

paramètres qui président aux choix du praticien. Hors leucémie promyélocytaire, le principal objectif 

de la thérapie de rattrapage, si elle est mise en place, est de mener les patients à l’allogreffe, à l’aide 

de thérapies ciblées ou d’une ICT si possible. Lorsqu’une seconde réponse est obtenue, l’allogreffe 

bénéficie au moins aux patients qui appartenaient initialement aux groupes de risque intermédiaire 

et élevé (174). 

En rattrapage choix des molécules et de leurs posologies est assez ouvert. La cytarabine est souvent 

utilisée, à dose variable, avec une anthracycline ou bien une molécule nouvelle dans le cadre d’un 

essai thérapeutique. 

H. MRD des LAM 

1. Généralités 

a) Définition 

Dans les années soixante (175), l’obtention d’une RC, définie par un compte de blastes en 

microscopie inférieur à 5% dans la moelle osseuse en sortie d’aplasie a été reconnue comme un 

marqueur de première importance du pronostic à long terme des patients atteint de LAM. Depuis 

lors les progrès techniques n’ont cessé de générer de nouveaux moyens d’étudier et quantifier la 

maladie résiduelle, c'est-à-dire le contingent de cellules pathologiques encore présentes chez le 

patient à un stade donné de son traitement, autrement dit les cellules les plus résistantes à la 

chimiothérapie et susceptibles de générer une rechute. Dans les années 80 et 90 le terme de maladie 

résiduelle minimale (minimal residual disease, MRD) s’est imposé pour distinguer l’évaluation 

morphologique de l’évaluation par ces techniques plus sensible en RC (176). Ainsi traditionnellement 
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décisionnel en fin d’induction voient celle-ci diminuer suffisamment en fin de consolidation pour 

permettre leur reclassement dans un groupe de faible risque de rechute (183). 

c) Post-traitement: détection précoce des rechutes 

Les rechutes peuvent être brutales et survenir quelques jours seulement après un myélogramme ne 

retrouvant pourtant aucun excès de blastes, et sans autre signe biologique ou clinique avant-coureur. 

Il est désormais reconnu qu’au-delà de certains seuils de positivité de la MRD, la rechute est quasi-

inévitable en l’absence de nouvelle intervention thérapeutique (185,186). Le terme de rechute 

moléculaire est employé dans cette situation. Le suivi peut souvent être effectué sur sang plutôt que 

sur moelle (180,185–188). Une attention toute particulière doit être portée à la fréquence des points 

de suivi de la MRD : selon les sous-types de LAM les cinétiques de rechute sont différentes, ainsi une 

rechute peut survenir rapidement et ne pas être détectée si l’intervalle de temps entre les 

prélèvements de contrôle est trop long (179,185,187,189,190).  

d) MRD pré-allogreffe de moelle osseuse 

Plusieurs études décrivent un impact pronostique défavorable de la positivité de la MRD avant 

transplantation (191–193). L’allogreffe profite malgré tout plus à ces patients que la chimiothérapie 

seule (183). 

Dans ce cas la positivité de la MRD pourrait permettre d’envisager des mesures additionnelles 

spécifiquement pour ces patients à haut risque.  

2. Techniques de mesure de la MRD 

a) Techniques de biologie moléculaire 

Les appareils de réaction en chaine de la polymérase quantitative (QPCR) sont largement répandus 

dans les laboratoires. La nature exponentielle de la PCR permet d’atteindre des seuils de détection 

très bas. Les protocoles sont de plus en plus standardisés. Les transcrits de fusion, les gènes mutés 

ou surexprimés sont actuellement suivis avec cette technique, précédée d’une étape de rétro-

transcription (RT) en cas de travail sur ARN (transcrits). 

(1) Transcrits de fusion 

Certains types de LAM sont définis par la présence d’une translocation chromosomique récurrente, 

qui génère l’expression d’un transcrit de fusion pouvant être utilisé comme marqueur spécifique des 

cellules leucémiques (RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, DEK-NUP214, KMT2A-MLLT3 entre autres) 

(194–197). Malheureusement seulement 30% des adultes, et 50% des enfants présentent de telles 

translocations (Chez les enfants plus de CBF et de réarrangements KMT2A). (198) Le suivi de ces 

marqueurs en RT-QPCR est particulièrement sensible (autour de 10−5), bien qu’il dépende du niveau 

d’expression du transcrit (194). 

(2) Mutations 

La quasi-totalité des LAM présente des mutations sur un certain nombre de gènes maintenant bien 

décrits, mais seuls certains gènes le sont sous forme de hotspots (NPM1, IDH1/2 par exemple), 

permettant la détection et la quantification des copies d’ADN ou d’ARN mutés par QPCR ou RT-QPCR 

sans qu’il ne soit nécessaire de designer des amorces spécifiques d’allèle pour chaque patient (199).  

Cette dernière méthode nécessite des moyens financiers et humains qui dépassent les capacités de 

la plupart des laboratoires (elle est réservée à l’étude de la MRD des LAL, dans un cadre standardisé 

particulier). Nous verrons par ailleurs plus loin qu’indépendamment des contraintes techniques tous 
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les gènes ne se valent pas en tant que marqueurs de MRD. NPM1 est le gène le plus performant 

étudié dans cette application. Le suivi sur ARN permet d’atteindre une sensibilité allant jusqu’à 10-5. 

Les mutations exploitables de NPM1 sont retrouvées dans 30% des LAM-CN. Elles sont plus rares 

chez l’enfant (198). 

(3) Gènes surexprimés 

Un transcrit de fusion ou un gène muté exploitable n’existent pas pour toutes les LAM. 

Assurer le suivi de la MRD chez les patients restant est d’autant plus important qu’ils sont en grande 

partie ceux dont le pronostic est moins favorable (ni LAM-CBF, ni NPM1 muté). 

Mesurer la surexpression d’un gène présente une difficulté particulière : l’expression normale par les 

cellules saines doit être prise en compte. Ainsi même pour un marqueur surexprimé dans quasiment 

toutes les LAM, la nécessité d’un niveau de surexpression suffisant pour obtenir une sensibilité 

analytique informative restreint le nombre de patients pouvant bénéficier d’un suivi. L’exemple 

classique est le gène WT1 (Wilms Tumor 1). La valeur pronostique de la MRD WT1 sur le risque de 

rechute et la survie a été démontrée par de nombreuses publications et cela quelque soit le stade du 

traitement (post induction, prégreffe ou post greffe). 70 à 80% des patients pourront ainsi être suivis 

avec une sensibilité de 10-2 à 10-3 dans le sang (et rarement au-delà de 10-2 dans la moelle) 

(181,200,201). 

(4) Séquençage de nouvelle génération (NGS) 

Le NGS est encore à l’état de développement dans cette application. Il pourrait permettre la 

détection et le suivi d’un grand nombre d’anomalies, (transcrits, hyperexpression, mutations hotspot 

ou non comme CEBPA par exemple), autorisant non seulement le suivi de MRD classique mais aussi 

l’analyse fine de l’évolution des sous-populations clonales.  

b) Cytométrie en flux 

Il est possible de suivre la maladie résiduelle des LAM par CMF grâce à l’identification 

d’immunophénotypes aberrants associés à la leucémie (LAIP). Ces LAIP peuvent être classés en 

quatre types : 

-Infidélité de lignée, lorsqu’un marqueur de cellule B, T ou NK est exprimé par les blastes 

myéloïdes (ex : CD7, CD19, CD2) 

-Hyper-expression d’antigène par rapport aux cellules normales (ex : CD33 notamment) 

-Perte d’expression d’un antigène (ex : DR CD33 CD13) 

-Expression asynchrone d’antigène, lorsque des marqueurs d’immaturité ou de maturité sont 

exprimés à des stades aberrants (ex : CD34+ CD65/ CD11b) (202) 

Les protocoles multi-couleurs actuels permettent une caractérisation très fine de chaque cellule. Si 

un panel d’anticorps suffisamment large est utilisé, 80 à 90% des patients pourront être suivis 

(182,183). 

Dans de nombreux cas l’expression des antigènes de surface varie au sein de la population clonale 

leucémique, en partie du fait des divers stades de maturité. Un même LAIP ne représentera pas 

toutes les cellules leucémiques, et donc pas nécessairement celles qui auront la capacité de 

provoquer une rechute. 
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Afin de résoudre ce problème l’ajout de marqueurs de la cellule souche aux marqueurs de LAIP a été 

proposé (203,204). Cela grêve théoriquement la sensibilité analytique dans la mesure où les cellules 

souches leucémiques sont rares, mais l’approche a montré des performances comparables à la CMF-

LAIP classique ainsi qu’à la quantification de l’hyperexpression de WT1 dans une étude (205).  

3. Limites du suivi de la MRD 

a) Evolution clonale 

Le clone malin dominant au diagnostic est souvent génétiquement instable et des évolutions vont se 

produire en son sein au cours de la progression de la pathologie. De plus le traitement peut 

sélectionner un sous-clone minoritaire de telle manière qu’il devienne majoritaire à la rechute. La 

fréquence des modifications de cible est très variable d’un marqueur de MRD à l’autre. Elle est par 

exemple rarissime pour NPM1, alors que les mutations de FLT3-ITD et WT1 disparaissent ou 

apparaissent à la rechute dans plus de 20% des cas (206–210). 

Les marqueurs immunophénotypiques n’étant pas partie prenante des processus leucémiques mais 

plutôt les produits d’une homéostasie cellulaire perturbée, ils seront les plus fréquemment perdus 

(211,212). Il est donc prudent de suivre plusieurs LAIP à la fois pour éviter les résultats faussement 

négatifs suite à la perte d’une cible. Cela nécessite le recours à des panels d’anticorps très larges et 

donc coûteux. Le suivi de la MRD basé sur des marqueurs des cellules souches ont été décrits comme 

stable à la rechute (205). 

b) Clones pré-leucémiques 

Les mutations de DNMT3A ont été décrites comme pouvant persister après éradication du clone 

leucémique (213,214) (215,216). Ce gène est même désormais considéré comme pouvant signer une 

hématopoïèse clonale de signification indéterminée. Il en est de même pour TET2.  

On considère généralement que les gènes mutés le plus précocement au cours de la leucémogenèse 

sont les meilleurs candidats en tant que marqueurs de MRD car ils sont les moins susceptibles 

d’évoluer à la rechute. Mais, en contrepartie, ces gènes peuvent se révéler être dans certains cas 

mutés au sein d’un clone pré-leucémique.  

c) Positivité de la MRD post-traitement 

Une MRD détectable post-consolidation n’est pas synonyme de rechute. Il y a pour tous les 

marqueurs un seuil en dessous duquel la rechute est possible, mais pas certaine (183–187,189). Il se 

pourrait que les marqueurs mettent en évidence des cellules trop matures pour être capables de 

provoquer une rechute. La CMF sur cellules souches devrait pouvoir répondre à cette question dans 

les prochaines années. Une autre hypothèse est que les cellules leucémiques détectées sont en assez 

petit nombre et sensibles à l’action du système immunitaire pour que leur prolifération soit 

contenue. Le fait que le seuil de rechute certaine soit plus élevé chez les patients allogreffés plaide 

dans ce sens (187) mais les données actuelles n’autorisent aucune conclusion. 

4. MRD et attitude thérapeutique 

Un patient classé sur la base des facteurs pronostiques pré-thérapeutiques dans un groupe de haut 

risque de rechute mais présentant une MRD intétectable en fin d’induction ou de consolidation peut-

il être dispensé d’une allogreffe de moelle osseuse ? Ou bien au contraire est-ce spécifiquement ces 

patients que l’allogreffe a le plus de chance de sauver ? 

De même, un patient en rechute moléculaire doit-il recevoir au plus vite un traitement pré-emptif ? 

Mais si ce traitement est toxique, ne vaut-il pas mieux attendre la rechute cytologique pour traiter ? 



51 
 

Plusieurs groupes se sont penchés sur ces questions, leurs résultats sont résumés dans le Tableau 11. 

Aucun résultat d’étude randomisé n’est disponible pour le moment. 

Tableau 11 : MRD et attitude thérapeutique (217) 

Response evaluation Trial Result p 

Treatment intensification, 
chemotherapy MRC AML 18 Pending   

Treatment intensification, 
allogeneic transplant Zhu et al. [2013] 

OS 72% in transplanted 
high-risk patients 

0.007 
OS 27% in nontransplanted 

high-risk patients 

Treatment de-escalation Zhu et al. [2013] 

OS 76% in transplanted low-
risk patients 

0.013 
OS 100% in nontransplanted 

low-risk patients 

Molecular relapse Trial Result   

Wait and watch 
AML17+ 

Pending   
AML19 

Initiation of donor search 
AML17+ 

Pending   
AML19 

Demethylating agent 
  

Sockel et al. [2011] 

7/10 response 
  

3/10 reentered CR 

Platzbecker et al. [2012] 

10/20 reentered CR 
  

4/20 long term survivors 

Leukaemia aberration 
specific treatment 

Boissel et al. [2011] 1/8 long-term survivors   

Discontinuation of 
immunosuppression Doubek et al. [2009] 1/3 long-term survivor   

Donor lymphocyte infusion 
  

Doubek et al. [2009] 

3/3 response 
  

1/3 long-term survivor 

Pozzi et al. [2013] 

OS 44% 17 DLI-treated 
patients versus 14% 21 non-

DLI-treated patients 
0.004 

Reduced dose standard 
chemotherapy Doubek et al. [2009] 

3/15 response 
  

No long-term survivors 

Standard chemotherapy 
AML17+ 

Pending   
AML19 

Direct allogeneic 
transplantation none     

AML, acute myeloid leukaemia; CR, complete response; MRC, Medical Research Council; MRD, 
minimal residual disease; OS, overall survival. 

 

a) Intensification du traitement guidée par la MRD 

Un premier travail a été mené en 2010 incluant des LAM pédiatriques, dans lequel la stratification du 

risque basée sur la maladie résiduelle ajoutée aux facteurs de risque pré-traitement déterminait 

l’intensification du traitement et la consolidation. Les bons résultats en terme de survie à long terme 

étaient attribués par les auteurs au recours à la stratification sur la MRD (bien que l’étude ne soit pas 

randomisée) (218). 

Une seconde équipe a utilisé la MRD au seuil décisionnel de 0,1% comme critère d’indication de 

l’allogreffe dans des LAM-CBF de l’adulte. Un bénéfice était retrouvé pour le groupe des patients 
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dont l’orientation thérapeutique était guidée par la MRD comparé à celui des patients ayant souhaité 

aller contre la décision ainsi suggérée. Ce type d’approche est cependant exposé au risque de bais de 

sélection (219). 

b) Traitement pré-emptif 

(1) Cinétique de rechute  

Les cinétiques de rechute sont très différentes d’un sous-type de LAM à l’autre (185–187,189). Les 

données publiées sont résumées dans la Figure 13 (217). Comme le suggère cette illustration la 

connaissance de ces cinétiques pourrait permettre de choisir le traitement pré-emptif le plus 

pertinent devant une rechute moléculaire ou à défaut à préciser la fréquence de la surveillance. 

 

Figure 13 : Délai médian de la rechute moléculaire à la rechute clinique et délai d’action des traitements pré-emptifs 

(217) 

(2) Quels traitements pré-emptifs ? 

La transfusion de lymphocytes du donneur (donor lymphocytes infusion DLI) a montré un bénéfice en 

terme de survie dans un groupe de 17 patients en rechute moléculaire comparé à 21 patients du 

même centre eux aussi en rechute moléculaire mais dont le type de greffon ou l’indisponibilité du 

donneur ne permettait pas de réaliser des DLI (220).  

Le Dasatinib n’a pas montré d’intérêt en traitement pré-emptif des LAM-CBF en rechute moléculaire 

par rapport à la littérature (144). 

L’azacitidine a permis d’éviter ou plus souvent de différer la rechute dans deux études non 

randomisées. Le recours à cette molécule ou à un autre agent déméthylant ne serait envisageable 

que pour les LAM dont la cinétique de rechute est lente (221,222).  

5. Les mutations d’IDH1/2 en MRD 

Nous venons de voir que les marqueurs de MRD disponibles s’ils sont variés, ne sont pas présents 

chez tous les patients. Pour résumer la situation en biologie moléculaire les patients qui n’ont pas un 

transcrit de fusion ni une mutation exploitable de NPM1 pourront souvent être suivis sur 

l’hyperexpression de WT1, moins performante sur les plans de la sensibilité et de la spécificité vis-à-

vis de la LAM. La MRD FLT3-ITD est techniquement plus difficile à mettre en place en routine 
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hospitalière et ce marqueur peut être perdu à la rechute, mais son impact pronostique a été montré 

(209).  

Le développement de nouveaux marqueurs de MRD dans les LAM pourrait permettre de suivre plus 

de patients, et d’assurer un suivi de meilleure qualité soit par l’utilisation d’un marqueur plus 

performant soit grâce au suivi de plusieurs cibles à la fois.  

L’évaluation des mutations des gènes IDH1/2 dans cette application a donc suivi de près leur 

découverte. Leur organisation en « hotspots » facilite techniquement leur accès, elles sont 

relativement précoces dans le processus de leucémogenèse et donc peut susceptibles d’être perdues 

au cours de l’évolution clonale (106). Elles sont présentes dans 15 % des LAM et sont récemment 

devenues des cibles thérapeutiques prometteuses. Elles possédaient donc à priori les qualités d’un 

bon marqueur de MRD. 

-Chou et ses collaborateurs ont analysé en 2012 des prélèvements de moelle osseuse de 46 

patients au diagnostic, en RC et à la rechute. Etaient étudiées des mutations IDH1 R132 IDH2 R140 et 

R172 (respectivement n=19 ; 18 et 9) en séquençage par technique Sanger. L’évolution de la MRD 

IDH1/2 était en adéquation avec l’histoire de la maladie pour 43 des 46 patients (223). 

-En 2013 une équipe américaine retrouvait des résultats similaires en mesurant la MRD via le 

2-HG du plasma médullaire quantifié en chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de 

masse. Mais sur les 6 patients étudiés (2 mutés IDH1, 4 IDH2) seuls 2 avaient atteint la RC (47). 

-En 2013 également une équipe tchèque comparait l’évolution de la MRD IDH2 R140Q en 

QPCR aux données cliniques et à la MRD NPM1 chez 8 patients (6 NPM1) sur 60 échantillons de sang 

ou moelle. La MRD IDH était bien corrélée au statut de la maladie et à la MRD NPM1 sauf pour un 

patient (224). 

-En 2014 une étude du groupe ALFA (Acute Leukemia French Association) a montré que les 

quantités de 2-HG sérique et leur ratio stéréoisomérique D/L, mesurés en spectrométrie de masse 

prédisaient étaient corrélées à la présence d’une mutation d’IDH1/2 chez les patients leucémiques, 

mais surtout étaient prédictives en fin d’induction (n=36) de l’OS et de la survie sans maladie (DFS) 

ainsi que fortement corrélées aux MRD WT1 et NPM1 (225). 

-Une étude récente réalisée au sein du laboratoire d’hématologie du CHRU de Lille, au nom 

du groupe ALFA, avait pour objet de comparer la MRD NPM1 en RT-QPCR aux MRD IDH1/2 (et 

DNMT3A, voir III.H.3.b) quantifiées en NGS. Les patients inclus étaient issus du protocole ALFA-0701 

et étaient porteurs d’une mutation de NPM1, 8 avaient également une mutation d’IDH1 et 9 une 

mutation d’IDH2. La MRD était quantifiée en fin d’induction, en fin de première et de seconde 

consolidation.  

Secondairement à des problèmes de contaminations le seuil de détection des mutations était limité à 

0.07% pour les deux gènes. Le seuil décisionnel définissant une MRD dite positive ou négative, retenu 

après tracé d’une courbe ROC était de 0,1%. 

Les MRD NPM1, IDH1/2 et les histoires de la maladie concordaient dans 13 cas: 4 patients ont 

rechuté et avaient des MRD positives, 9 restaient en RC avec des MRD négatives. Chez les 4 patients 

restant en revanche existaient des points pour lesquels la mutation de NPM1 était indétectable alors 

que les niveaux d’IDH1/2 étaient positifs. 
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La MRD a donc permis de prédire la rechute, ou une évolution pathologique clonale dans le cas du 

dernier patient, dans 100% des cas, faisant ainsi mieux que la MRD NPM1 dans ce petit groupe de 

patients.  

IV. Objectifs 
Dans ce contexte d’intérêt croissant pour la MRD IDH1/2, il devenait nécessaire d’évaluer son impact 

pronostique sur une large cohorte. Le seuil décisionnel de la précédente étude lilloise était très 

proche du seuil de détection. Peut-être le meilleur seuil décisionnel avoisine-t-il effectivement 0,1%. 

A moins qu’une technique plus sensible ne permette de détecter de très discrètes réponses 

incomplètes ou rechutes moléculaires. 

Nous avons donc choisi d’évaluer l’impact pronostique de la MRD IDH1/2 sur les patients mutés des 

protocoles ALFA-0701 et 0702, en effectuant la quantification en PCR digitale, espérant atteindre une 

meilleure sensibilité analytique qu’en NGS, tout en simplifiant le procédé et en diminuant les coûts 

en vue d’une possible utilisation hospitalière future. L’objectif de ce travail était également de tester 

ce nouvel outil. 

V. Matériel et méthodes 

A. Patients  

Parmi les patients des protocoles ALFA-0701 (n=278) et 0702 (n=704) ont été retenus ceux 

présentant une mutation d’IDH1 R132C/R132H/R132G, ou d’IDH2 R140Q/R172K, ayant obtenu une 

RC et pour lesquels au moins un prélèvement de moelle osseuse ultérieur à l’induction était 

exploitable (culot cellulaire ou ADN déjà extrait). L’analyse a été effectuée sur les échantillons de 

moelle osseuse ou à défaut de sang périphérique prélevés lors du diagnostic, ainsi que l’ensemble 

des points de suivi sur moelle osseuse uniquement, disponibles pour cet effectif. Les échantillons 

reçus des centres participants étaient conservés au laboratoire d’Hématologie au Centre de Biologie 

Pathologie de Lille et au Centre de Conservation des échantillons du CHRU de Lille. 

1. Les protocoles Alfa 0701 et 0702 

Les protocoles ALFA-0701 et 0702 sont des essais cliniques académiques menés par le 

groupe coopérateur ALFA, qui regroupe environ 1/3 des centres français prenant en charge les 

patients atteints de LAM. 

-ALFA-0701 est un protocole ouvert randomisé de phase III qui a eu pour objet d’évaluer 

l’effet du GO administré en induction et en consolidation comparé à celui d’un traitement standard, 

sur la survie de patients âgés (50-70 ans) atteints de LAM de novo (pas de LAM-t ni LAM-MRC) (128). 

Les taux de réponse étaient similaires dans les deux groupes et la survie sans événement, la RFS et 

l’OS étaient prolongées dans le groupe GO.  

-ALFA-0702 est un protocole de phase II randomisé comparant la clofarabine associée à des 

doses intermédiaires de cytarabine (CLARA), à la cytarabine à forte dose (HDAC) en consolidation 

chez les patients jeunes (18-60 ans) atteints de LAM de novo, LAP et LAM-CBF exclues. La RFS était 

prolongée par le protocole clofarabine/IDAC dans les groupes de patients de risque intermédiaire et 

défavorable (226). 
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B. Méthodes 

1. Isolements cellulaires 

Les leucocytes de la moelle osseuse ou du sang recueillis sur tube EDTA sont isolés en culots 

cellulaires. Le prélèvement mélangé à un tampon de lyse dans un volume total de 40 mL. Après 15 

minutes d’incubation, la suspension est centrifugée 10 minutes à 4°C à 3000 tours/minute. Le 

surnageant est éliminé et le culot cellulaire obtenu est remis en suspension dans 40 mL d’une 

solution de lavage. Le tube subit une nouvelle centrifugation, identique à la précédente. Le 

surnageant est de nouveau éliminé et le culot cellulaire est repris dans 10 mL de solution de lavage. 

Les leucocytes sont à ce stade numérés sur un compteur cellulaire (automate Sysmex™). Après une 

troisième centrifugation selon le même procédé, le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est 

remis en suspension en solution de lavage, réparti en aliquots de 5 ou 10 millions de cellules. Ces 

aliquots sont enfin centrifugés 4 minutes à 4°C à 12 000 tours/minute. Le surnageant est éliminé et 

les culots secs sont conservés à -80°C. 

2. Extraction de l’ADN 

L’extraction de l’ADN est réalisée à partir des culots cellulaires secs à l’aide du kit QIAmp® Tissue Kit  

de Qiagen. Cette technique d’extraction sur colonne permet l’obtention de fragments d’ADN (jusqu’à 

50 kb) dépourvus de contaminants susceptibles d’interférer au cours des étapes de PCR ultérieures. 

Chaque culot sec décongelé est repris dans un mélange de 200 µL de PBS (Phosphate Buffer Saline), 

25 µL de protéinase K à 1 mg/mL et 200 µL de tampon AL et incubé une nuit à 56°C. 200 µL d’éthanol 

absolu sont ajoutés afin de précipiter l’ADN à froid. La suspension obtenue est placée dans une 

colonne et centrifugée à température ambiante 2 minutes à 6000G. Le filtrat est éliminé. La colonne 

est lavée une première fois par 500 µL de tampon AW1 et centrifugée à température ambiante 1 

minute à 6000G. Un second lavage est effectué par 500 µL de tampon AW2 et le filtrat est rejeté 

après une centrifugation à température ambiante 3 minutes à 13000G. L’ADN est enfin élué par 

centrifugation dans deux fois 100 µL de tampon AE préalablement chauffé à 70°C. L’ADN recueilli est 

conservé à -20 °C. 

La concentration des solutions d’ADN est mesurée en spectrophotométrie (Dropsense™). 

3. La PCR digitale 

La PCR digitale, ou PCR numérique, a été développée pour permettre une quantification absolue et 

hautement précise de séquences d’acides nucléiques cibles. L’échantillon mélangé aux réactifs 

d’amplification est fractionné en milliers de partitions qui sont autant de microréacteurs (micro-

puits, gouttelettes selon les fabricants). Les cibles sont distribuées aléatoirement dans ces 

compartiments. La réaction de PCR a lieu dans les partitions où la cible est présente, produisant un 

signal détectable. La mesure de ce dernier a lieu en point final. Chaque fraction est comptée 

individuellement et classée dans une catégorie positive ou négative quant à la présence initiale en 

son sein de la cible (quelle qu’en soit la quantité) ou son absence. L’appellation « digitale » ou 

« numérique » de la technique vient de ce classement binaire en « tout ou rien » : absence de la cible 

ou présence d’au moins une cible avant amplification dans le compartiment. Enfin le lien sera établi 

entre le nombre mesuré de fractions positives et le nombre de copies de la cible distribuées dans 

l’échantillon. Cette relation est statistiquement décrite par la loi de Poisson qui estime combien de 

compartiments contenaient une cible, combien en contenaient deux, trois et ainsi de suite.  
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a) La PCR digitale DDPCR™ Bio-Rad 

(1) Principe 

Dans le système développé par la firme Bio-Rad, le fractionnement du milieu réactionnel est effectué 

en émulsion.  

Un mélange réactionnel de PCR similaire une PCR en temps réel classique est préparé. Il peut 

contenir des sondes d’hydrolyse TaqMan marquées par un fluorophore FAM VIC ou HEX comme dans 

notre cas ou bien un intercalant de type EvaGreen. La spécificité du mélange dédié à la PCR digitale 

est qu’il contient des agents tensio-actifs qui vont favoriser la génération de l’émulsion. 

(a) Génération des gouttelettes 

Les échantillons ainsi qu’une huile sont chargés sur une cartouche microfluidique composée de 

microcanaux croisés où la rencontre des deux liquides aura lieu. Le mélange est assuré par un 

appareil appelé QX100 ou QX200 droplet generator, qui agite la cartouche. 

Les règles de la mécanique des fluides deviennent plus simples et prévisibles dans les systèmes de 

petite taille. Les avancées techniques ont permis depuis quelques années la fabrication de canaux 

réguliers de très faible diamètre permettant de tels écoulements. L’émergence de la microfuidique a 

permis la révolution biotechnologique récente qui a commencé par le séquençage haut débit.  

Dans notre cas l’écoulement forcé par le générateur va produire pour chaque échantillon environ 

20000 gouttelettes de taille identique de l’ordre du nanolitre (Figure 14). Cette uniformité de taille va 

permettre une distribution aléatoire des copies d’ADN dans les gouttelettes (Figure 15). 

 

Figure 14 : génération de gouttelettes de taille et de volume uniformes (source Bio-Rad) 

Figure 15 : Répartition aléatoire des copies d’ADN dans les 20000 gouttelettes (source Bio-Rad) 

(b) Amplification PCR 

Les gouttelettes sont transférées sur une plaque 96 puits (thermoscellée) et subissent un protocole 

d’amplification PCR classique sur thermocycleur avec cependant un ramping adapté. Le ramping du 

thermocycleur est sa vitesse de passage d’une température à l’autre. La viscosité de l’émulsion ne 

permet pas les mouvements de convection qui se produisent en milieu fluide et permettent une 

uniformisation rapide de la température du milieu réactionnel, ce qui impose un ramping lent. 

(c) Nature du signal 

Le système de PCR digitale est adapté à la détection de mutations rares de type hotspot ou SNP 

(Single Nucleotide Polymorphism), autrement dit une mutation se produisant toujours sur le même 

nucléotide d’une séquence donnée. Des amorces encadrent le hotspot et permettent l’amplification 

de la séquence cible. Deux sondes spécifiques de l’allèle muté ou de l’allèle sauvage, s’hybrident de 

façon compétitive à la séquence cible (Figure 16). Elles sont respectivement marquées par les 

fluorophore FAM et HEX, dont la fluorescence est éteinte par un quencher (extincteur de 
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fluorescence). Lorsque qu’une cible est présente dans le milieu, la sonde s’y fixe préférentiellement à 

chaque étape d’annealing. Elle sera hydrolysée par la polymérase lors de l’amplification, libérant le 

fluorophore de son quencher (Figure 17). 

 

Figure 16 : Hybridation competitive des sondes (source Bio-Rad) 

 

Figure 17  : Hydrolyse de la sonde et fluorescence (source Bio-Rad) 

(d) Lecture du signal 

La lecture a lieu en point final. La plaque est chargée sur un lecteur de gouttelettes appelé QX100 ou 

QX200 droplet reader. Une aiguille perce le film de scellage et aspire chaque échantillon. A la 

manière d’un cytomètre de flux, les gouttelettes sont alignées dans un fin capillaire et analysées 

individuellement en passant successivement devant un détecteur (Figure 18). La paroi des gouttelettes 

a été rigidifiée par les hautes températures de l’amplification, elles résistent ainsi aux forces de 

cisaillement imposées à cette étape. Un certain nombre de gouttelettes auront néanmoins été 

perdues au cours des étapes précédentes. En fonction de la matrice et de l’opérateur le nombre de 

gouttelettes lues in fine se situera en général entre 10 000 et 18 000 gouttelettes. L’excitation est 

assurée par deux diodes. La fluorescence est mesurée dans deux canaux d’émission pour le FAM et 

l’HEX/VIC. Chaque gouttelette est mesurée, celles dont la taille n’est pas standard (fusion de gouttes) 

seront rejetées. L’intensité de fluorescence dans chaque canal est enregistrée. Chaque lecture 

d’échantillon commence et se termine par un cycle de lavage afin d’éviter les contaminations inter-

échantillons. 

Annealing : fixation de la sonde 

Extension : hydrolyse de la sonde 

et libération de la fluorescence 

du fluorophore (Reporter) séparé 

de son extincteur (Quencher)  
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Figure 18 : Lecture individuelle des gouttelettes, mesure de la fluorescence dans deux canaux (source Bio-Rad) 

(e) Analyse des données 

Dans les gouttelettes qui contenaient au moins une copie d’un l’ADN cible avant amplification, 

l’hydrolyse de la sonde correspondante a eu lieu. Ces gouttelettes émettent une fluorescence 

d’intensité supérieure aux autres dans le canal concerné et seront considérées comme positives, les 

autres négatives.  

L’analyse est effectuée par le logiciel Quantasoft™. 

Pour chaque canal les données peuvent être visualisées sous la forme d’un graphique en une 

dimension (1D), où chaque point rapporte pour une gouttelette son numéro en abscisse et son 

intensité de fluorescence en ordonnée. La Figure 19 en montre un exemple : les gouttelettes bleues 

dont l’intensité de fluorescence dépasse le seuil (ligne rose) sont considérées comme positives (score 

1), les grises sont négatives (score 0) 

 

Figure 19 : représentation 1D du canal FAM (muté) pour un échantillon (source Bio-Rad) 

Les données des deux canaux peuvent aussi être visualisées ensemble sur un graphique en deux 

dimensions (2D). Chaque point rapporte alors pour une gouttelette son intensité de fluorescence 

dans le canal HEX ou VIC en abscisse et son intensité de fluorescence dans le canal FAM en ordonnée 

(Figure 20). 

Les gouttelettes sont réparties en quatre catégories de fluorescence visualisables par autant de 

nuages de points : 

 -FAM negative, HEX negative gris (gouttelettes double-negatives) 

 -FAM positive, HEX negative bleu 

 -FAM negative, HEX positive vert 



 

 -FAM positive, HEX positive orange (gouttelettes double

Figure 20 : R

(f) Loi de Poisson 

Comment relier un nombre de gouttelettes de score 1 c'est

plus, à un nombre de copies effectivement présentes dans l’échantillon

Pour illustrer la loi statistique de Poisson,

Figure 

Quelqu’un verse un sac de N billes sur

fraction du damier et les billes se répartissent de façon aléatoire sur celui

positives contenant une bille rouge 

La loi de poisson va estimer N à partir de x

Soit p=fraction de cases positives=x/X

n/X= -ln(1-p)= -ln(1-x/X) ie n= (-ln(1

N sera compris dans n +/- intervalle de confiance

Dans notre cas les billes rouges sont les copies d’

dans l’échantillon, et x le nombre de gouttelettes de score 1.

orange (gouttelettes double-positives) 

: Représentation 2D pour un échantillon (source Bio-Rad) 

Comment relier un nombre de gouttelettes de score 1 c'est-à-dire contenant 1, 2, 3, 4, 5 copies ou 

s, à un nombre de copies effectivement présentes dans l’échantillon ? 

de Poisson, prenons l’exemple d’un damier (Figure 21

Figure 21 : Loi de Poisson, exemple du damier 

un verse un sac de N billes sur un damier de X cases de taille identique. Chaque case est une 

fraction du damier et les billes se répartissent de façon aléatoire sur celui-ci. On compte x cases 

contenant une bille rouge ou plus (cases noires).  

à partir de x : 

oit p=fraction de cases positives=x/X et n l’estimation de N.  

ln(1-x/X))*X  

intervalle de confiance 

les rouges sont les copies d’ADN cible, X est le nombre de gou

, et x le nombre de gouttelettes de score 1. 
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dire contenant 1, 2, 3, 4, 5 copies ou 

21): 

 

. Chaque case est une 

ci. On compte x cases 

e nombre de gouttelettes générées 



60 
 

Dans la Figure 22 par exemple pour une partition en 143 gouttelettes, si 70 sont positives, la loi de 

poisson estime le nombre de copies présentes à 96.  

 

Figure 22 : Exemple d’estimation du nombre de copies d’ADN cible dans un échantillon (source Bio-Rad) 

Le logiciel calcule donc une estimation du nombre de copies de l’allèle muté et une estimation du 

nombre de copies de l’allèle sauvage présentes dans l’échantillon. Ces estimations sont encadrées 

par des intervalles de confiance qui tiennent compte à la fois du nombre de partitions, de l’erreur de 

partitionnement et de l’erreur de sous-échantillonnage. 

Les conditions d’utilisation de la PCR digitale permettent d’atteindre des intervalles de confiance 

étroits et donc une quantification absolue précise. 

La variable d’intérêt pour la MRD est l’abondance fractionnelle (AF) de la mutation ainsi définie :  

AF=Nmut/(Nmut+Nwt) avec Nmut et Nwt respectivement le nombre de copies mutées et non 

mutées. 

Les mutations d’IDH1/2 étant hétérozygotes le pourcentage de cellules porteuses de la mutation sera 

le double de l’AF. (Par exemple une abondance fractionnelle à 50% correspond à 100% de cellules 

porteuses de la mutation)  

b) Intérêts théorique de la PCR digitale  

(1) Par rapport à la PCR quantitative 

(a) Rapport signal sur bruit en détection d’événement rare 

La détection de mutation rare est une problématique particulière. Elle consiste à détecter et 

quantifier un très faible nombre de copies d’ADN muté dilué dans une très grande quantité de copies 

non mutées n’en différant que par un seul nucléotide. L’effet de compétition limite la sensibilité 

analytique même avec des systèmes très spécifiques. L’effet de partitionnement qui caractérise la 

PCR digitale va permettre à la copie mutante de se trouver localement (dans une gouttelette) dans 

une abondance relative bien plus élevée qu’en solution libre. Le signal qu’elle génèrera sera ainsi 

bien plus facile à détecter.  
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Considérant par exemple un cas dans lequel la mutation recherchée est en abondance relative de 

0,1% par rapport à l’ADN wt, la Figure 23 montre que la partition multipliera cette abondance relative 

par plus de 300, permettant théoriquement d’améliorer les seuls de détection et quantification. 

 

Figure 23 : Effet du partitionnement sur l’abondance relative d’une copie d’ADN mutante dans un excès de copies wild 

type (source Bio-Rad) 

(b) Autres 

-Résistance au biais d’efficacité de PCR : en QPCR une efficacité de PCR moindre va se 

traduire par un CT plus tardif et une sous estimation de quantité. En PCR digitale les nuages de points 

pourront être déformés ou avoir une intensité de fluorescence moindre mais tant qu’ils peuvent être 

séparés la précision de la quantification n’est pas affectée. 

De plus les inhibiteurs de PCR seront dilués. 

-La quantification est absolue. Il n’est pas nécessaire de tracer une courbe d’étalonnage. 

-Moindre dépendance à la spécificité des systèmes de sondes 

(2) Par rapport au NGS 

La PCR digitale ne permet pas le séquençage. Dans l’application qui est la notre l’intérêt de la PCR 

digitale réside dans sa moindre vulnérabilité technique aux contaminations, permettant d’espérer 

des seuils de détection et quantification plus bas, sa simplicité d’utilisation et son faible coût. 

c) Autres applications de la PCR digitale 

-Quantification absolue de cibles (Charges virales par exemple)  

-Altérations génomiques de type variation de nombre de copies  

-Expression de gènes et analyse de microARN  

-NGS : quantification de librairies 

-Analyse de cellule unique  
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4. Mise au point et optimisation du protocole de PCR digitale 

a) Température d’annealing 

La température d’annealing est l’un des paramètres les plus critiques pour la spécificité de la 

réaction. Si elle est trop basse elle peut engendrer des amplifications non spécifiques. A l’inverse une 

température trop élevée réduira le rendement. Le calcul de la température théorique d’hybridation 

d’une amorce ou d’une sonde ne dispense pas d’un ajustement empirique. 

Pour chacune des mutations étudiées (IDH2 R140Q et R172K, IDH2 R132C R132H et R132G) nous 

avons testé le protocole sur des échantillons de moelle de patients au diagnostic en gradient de 

température. Cela consiste à tester plusieurs températures d’annealing sur une même plaque 96 

puits et en une seule opération en programmant un thermocycleur capable d’appliquer des 

températures différentes de quelques degrés à des puits adjacents. 

La température d’annealing diminue linéairement de 65 à 55°C de la ligne A à la ligne H. 

La température optimale doit permettre la plus grande différence d’amplitude de fluorescence entre 

les gouttelettes positives et négatives sans provoquer d’amplifications non spécifiques, et être si 

possible commune à toutes les mutations ce qui permettra par la suite l’amplification de plusieurs 

mutations sur une même plaque. 

La Figure 24 montre les représentations 1D des résultats obtenus pour la mutation R140Q. Dans cet 

exemple la meilleure discrimination entre signaux positifs et négatifs est obtenue dans les puits G01 

et H01.  

La température finalement retenue est 56°C.  

 

Figure 24 : Test en gradient de température d’annealing, IDH2 R140Q. De A à H : de 65 à 55°C. 

b) Concentration d’ADN dans chaque puits 

(1) Quantité d’ADN à tester 

La quantité d’ADN à tester d’un échantillon dépend directement de la limite de détection 

recherchée. Selon Poisson si l’on veut affirmer, dans un intervalle de confiance de 95%, qu’un 

évènement a une fréquence de 1/X évènements, il faudra tester au moins 3X évènements (Cette 

affirmation est connue sous le nom de règle de trois). 
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Dans une première série de tests afin de déterminer s’il était possible de faire mieux ou s’il fallait 

revoir les objectifs à la baisse, le seuil de détection recherché était de 0,01% soit un facteur 10 plus 

bas que celui précédemment atteint en NGS au sein du laboratoire au CHRU de Lille.  

Autrement dit nous devions pouvoir détecter une copie mutée parmi 10000 (fréquence 0,01%) il 

fallait donc tester au moins 30000 copies. Sachant qu’un génome haploïde pèse 3,3pg, cela 

correspond à 30000*0,0033=99ng d’ADN minimum. 

(2) Quantité d’ADN maximale par puits 

Le nombre de copies que l’on peut charger dans un puits de la plaque n’est pas illimité. Pourtant 

théoriquement pour des nombres de copies introduites considérables aboutissant à un grand 

nombre de gouttelettes contenant 5, 6 copies ou plus, il restera statistiquement toujours un faible 

nombre de gouttelettes n’en contenant aucune, permettant l’application de la loi de poisson. Le 

facteur limitant est ici la viscosité du prélèvement. En effet la préparation du mélange réactionnel 

impose un volume final de 20µL. L’augmentation du nombre de copies testées nécessite une 

augmentation de la concentration en ADN qui s’accompagne une augmentation de la viscosité. Pour 

des tests sur ADN humain et en fonction de la dégradation des brins, le fabricant suggère qu’au-delà 

de 60ng par puits il peut être utile de réduire la viscosité en fractionnant l’ADN à l’aide d’enzymes de 

restriction. Il est alors théoriquement possible d’analyser près de 400 ng par puits. Il est possible 

également de répartir la quantité d’ADN à tester dans plusieurs puits et d’en réunir les résultats à 

posteriori. Nous avons testé un ADN P extrait de la moelle osseuse d’un patient au diagnostic avec 

mutation d’IDH2 R140Q et un ADN N médullaire d’un patient ne présentant pas de mutation d’IDH à 

des concentrations croissantes afin de déterminer de façon empirique jusqu’à quelle valeur les 

résultats étaient fiables sans devoir recourir à une enzyme de restriction. Les quantités testées 

étaient 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 et 120 ng par puits. La Figure 25 montre les représentations 2D 

obtenues à 50, 90 et 120 ng. Les nuages de points restent bien délimités aux faibles concentrations 

mais une légère dispersion apparait au-delà de 110 ng. Les Figure 26 et Figure 27 montrent les 

abondances fractionnelles obtenues à toutes les concentrations testées pour l’échantillon P et N. 

Elles sont très stables même à concentration élevée non optimale. 

Nous avons décidé de retenir pour l’étude un protocole à 180 ng d’ADN réparti en deux puits soit 90 

ng/puits X2. Plusieurs raisons ont présidé à ce choix : 

Les concentrations des solutions d’ADN utilisées sont mesurées par spectrométrie (Dropsense®). Les 

valeurs sont peu précises et soumises à des facteurs de biais difficilement prévisibles, la nature des 

solvants et les modes opératoires utilisés pour l’extraction n’étant par exemple pas homogènes 

d’une ville à l’autre impliquée dans le protocole.  

Pour cette raison et pour prévenir d’éventuels événements techniques aléatoires (pipetage, 

génération de gouttelettes médiocre) pouvant réduire le nombre de copies analysées dans un puits, 

nous avons choisi de tester un large excès de copies et de les répartir dans des puits différents, dans 

les limites une viscosité satisfaisante.  
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50 ng  

 

 90 ng 

 

120 ng 

Figure 25 : Test de concentration limite, graphe 2D aux concentrations 50, 90 et 120 ng 
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Figure 26 : AF de l’ échantillon P aux différentes concentrations testées  

 

Figure 27 : AF de l’échantillon N aux différentes concentrations testées 

c) Calcul des seuils de détection et de quantification 

Les moyens à disposition ne permettaient pas d’effectuer le grand nombre de réactions nécessaires 

au calcul de seuils de détection et de quantification (LOD et LOQ) conformes aux recommandations 

de référence, dictées par le groupe international de consensus NCCLS (227).  

En revanche une approximation satisfaisante est donnée par les formules suivantes :  

LOD=moyenne des contrôles d’ADN wt + 3 écart-types des contrôles d’ADN wt 

LOQ=moyenne des contrôles d’ADN wt + 10 écart-types des contrôles d’ADN wt 

Pour une trentaine de réactions de contrôle sur ADN non muté par mutation. 

d) Détection des contaminations 

Un mélange réactionnel complet mais exempt d’ADN contrôlait l’absence de contamination des 

réactifs, du matériel et de l’environnement par des copies d’ADN muté (comme non muté), à raison 

d’au moins 4 puits par mutation et par plaque. 

5. Réactifs et protocole 

Les détails relatifs à la composition des mélanges réactionnels et au protocole d’amplification sont 

réunis dans le Tableau 12 ci-dessous. 

 

 

 

50 60 70 80 90 100 110 120 

ADN (ng) 

50 60 70 80 90 100 110 120 

ADN (ng) 
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Tableau 12 : Réactifs et protocoles d’amplification 

Sondes et amorces d'amplification 

Gène Mutation 
Nom du DDPCR™ Mut 
Assay (Bio Rad) 

Amorce / 
sonde 

Type de sonde / 
fluorophore 

IDH2 

R140Q 

IDH2, p.R140Q, Hsa 

Amorce sens 

  Amorce 
antisens 

Sonde TaqMan FAM 

IDH2, WT for p.R140Q, 
H 

Amorce sens 

  Amorce 
antisens 

Sonde TaqMan HEX 

R172K 

IDH2, p.R172K, Hsa 

Amorce sens 

  Amorce 
antisens 

Sonde TaqMan FAM 

IDH2, WT for p.R172K, 
H 

Amorce sens 

  Amorce 
antisens 

Sonde TaqMan HEX 

IDH1 

R132H 

IDH2, p.R132H, Hsa 

Amorce sens 

  Amorce 
antisens 

Sonde TaqMan FAM 

IDH2, WT for p.R132H, 
H 

Amorce sens 

  Amorce 
antisens 

Sonde TaqMan HEX 

R132C 

IDH2, p.R132C, Hsa 

Amorce sens 

  Amorce 
antisens 

Sonde TaqMan FAM 

IDH2, WT for p.R132C, 
H 

Amorce sens 

  Amorce 
antisens 

Sonde TaqMan HEX 

R132G 

IDH2, p.R132G, Hsa 

Amorce sens 

  Amorce 
antisens 

Sonde TaqMan FAM 

IDH2, WT for p.R132G, 
H 

Amorce sens 
  Amorce antisens 

Sonde TaqMan HEX 
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Mélange réactionnel pour l'amplification 

Réactif Volume (µL) 

DDPCR™ supermix for probes (2X) 10 

DDPCR™ Mut Assay mutation (20X) 1 

DDPCR™ Mut Assay WT (20X) 1 

ADN génomique (90ng/µL) 8 

Volume réactionnel total 20 

     Protocole d'amplification 

Etape 
Nombre de 
cycles Temps Température 

Ramping (en fin 
d'étape) 

Dénaturation 
initiale 

1x 10 min 95°C   

Amplification  40x 
30 s 94°C 2,5°C/s 

1 min 56°C 2°C/s 

Inactivation 
de l'enzyme 

1x 10 min 98°C 2,5°C/s 

Fin 1x ∞ 10°C   
Ramping : vitesse d'ascension ou de diminution de la température 

6. Statistiques 

Les données d’OS et de DFS ont été analysées selon le modèle de Cox et les courbes tracées selon la 

méthode de Kaplan Meier. Une analyse temps dépendante de la DFS a également été réalisée, 

suivant le modèle de Mantel Byar. La significativité des tests était évaluée au seuil de 5%. L’analyse 

statistique a été réalisée à l’aide du logiciel Stata®. 

VI. Résultats 

A. Patients inclus 

103 patients ont été retenus pour analyse, totalisant 211 prélèvements de moelle osseuse de suivi 

avec une médiane de 2 prélèvements par patient. La répartition du nombre de points de suivi par 

patient est détaillée ci-dessous (Tableau 13). Les prélèvements au diagnostic de moelle (60) ou à 

défaut de sang (37) de 97 de ces patients ont également été analysés. Les caractéristiques des 

patients inclus sont présentées dans les Tableaux 14, 15, 16 et 17. 
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Tableau 13 : Répartition du nombre de points de suivi par patient 

Au moins 

1 point 

Au moins 

2 points 

Au moins 

3 points 

Au moins 

4 points 

Au moins 

5 points 
6 points 

103 64 31 10 2 1 
 

Tableau 14 : Répartition des mutations d’IDH1/2 dans les protocoles ALFA 0701 et 0702 

Colonne1 Alfa 0701 Alfa 0702 Total Alfa 

Patients protocolaires 278 704 982 

 

Colonne1 IDH1 R132  IDH2 R140  IDH2 R172  Total  

Patients IDHmut  61 63 36 160 

% total 6,2% 6,4% 3,7% 16,3% 

 

Colonne1 IDH1 R132  IDH2 R140  IDH2 R172  Total  

Patients IDHmut en RC  50 61 27 131 

% patients IDHmut 82,0% 97,0% 75,0% 82,0% 

(Répartition non significativement différente test CHI 2 de pearson p=0,67) 

Tableau 15 : Répartition des mutations d’IDH et des rechutes dans la cohorte finale 

Colonne1 IDH1 

R132C 
IDH1 

R132G 
IDH1 

R132H 
IDH2 

R140Q 
IDH2 

R172K 
Total 

Patients analysables 
15 5 16 46 21 103 

Rechutes 
6 1 7 17 10 41 
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Tableau 16 : Caractéristiques des patients inclus en fonction du protocole 

  Colonne1 
ALFA 
0701 

ALFA 
0702 

Total 
général 

% hors 
ND 

Effectif 

Patients 26 77 103   

Femmes 16 39 55 53,4% 

Hommes 10 38 48 46,6% 

Age (années) 

Age median 61,8 50,5 54,1   

Age min 51,2 22,1 22,1   

Age max 69,6 60,0 69,6   

Leucocytose au 
diagnostic (G/L) 

Leucocytose diag médiane 18,4 5,5 7,5   

Leucocytose diag min 0,8 0,76 0,76   

Leucocytose diag max 157 377,4 377,4   

Caryotype 

5q-, 11q- 1   1 1,0% 

7q-, complexe 
 

1 1 1,0% 

9q- 
 

1 1 1,0% 

Complexe 
 

1 1 1,0% 

del7q/+8, +10 1 
 

1 1,0% 

Echec 1 4 5 4,9% 

monosomie 7 
 

3 3 2,9% 

Normal 21 50 71 68,9% 

t(1;16), +der(1)t(1;1) 
 

1 1 1,0% 

t(1;7) 
 

1 1 1,0% 

t(3;5) 
 

1 1 1,0% 

t(6;9) 
 

1 1 1,0% 

t(8;22) 
 

1 1 1,0% 

Tétraploïde 1 1 2 1,9% 

trisomie 11 
 

5 5 4,9% 

trisomie 13 1 
 

1 1,0% 

trisomie 4 
 

1 1 1,0% 

trisomie 8   5 5 4,9% 

Mutation de NPM1 
NPM1wt 10 43 53 51,5% 

NPM1m 16 34 50 48,5% 

ND 
   

  

Duplication interne en 

tandem de FLT3 

FLT3-ITD Négatif 23 60 83 81,4% 

FLT3-ITD 3 16 19 18,6% 

ND 
 

1 1   

Autre mutation de 

FLT3 

FLT3m negative 24 69 93 91,2% 

FLT3m 2 7 9 8,8% 

ND 
 

1 1   

Mutation de CEBPA 
CEBPAwt 25 71 96 96,0% 

CEBPAm 1 (dm) 3 4 4,0% 

ND 
 

3 3   

Mutation de DNMT3A 
DNMT3Awt 17 37 54 65,1% 

DNMT3Am 6 23 29 34,9% 

ND 3 17 20   

Mutation de DNMT3A 

R882 

DNMT3A R882 Négatif 22 45 67 80,7% 

DNMT3A R882 Positif 1 15 16 19,3% 

ND 3 17 20   

Mutation de TET2 
TET2wt 20 58 78 94,0% 

TET2m 3 2 5 6,0% 

ND 3 17 20   

 dm : double muté 
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Tableau 17 : Caractéristiques génétiques des LAM incluses en fonction de la mutation D’IDH1/2 

  

IDH1 

R132C 

 IDH1 

R132G 

IDH1 

R132H 

Total 

IDH1 

% IDH1 

hors 

ND 

IDH2 

R140Q 

IDH2 

R172K 

Total 

IDH2 

% 

R140Q  

hors 

ND 

% 

R172K 

hors 

ND 

% IDH2 

hors 

ND 

Caryotype 

5q-, 11q-         
 

1   1 2,4%   1,6% 

7q-, complexe 1     1 3,0%             

9q-         
 

1   1 2,4%   1,6% 

complexe 1     1 3,0%             

del7q/+8, +10         
 

  1 1   5,0% 1,6% 

Echec 1 2   3 
 

2   2       

monosomie 7   1   1 3,0% 2   2 4,9%   3,3% 

Normal 8 2 15 25 75,8% 33 13 46 80,5% 65,0% 75,4% 

t(1;16), +der(1)t(1;1) 1     1 3,0%             

t(1;7)         
 

1   1 2,4%   1,6% 

t(3;5)         
 

1   1 2,4%   1,6% 

t(6;9)     1 1 3,0%             

t(8;22) 1     1 3,0%             

tétraploïde         
 

1 1 2 2,4% 5,0% 3,3% 

trisomie 11         
 

  5 5   25,0% 8,2% 

trisomie 13         
 

1   1 2,4%   1,6% 

trisomie 4 1     1 3,0%             

trisomie 8 1 
  

1 3,0% 3 1 4 6,8% 4,8% 6,2% 

Mutation 

de NPM1  

NPM1wt 9 1 2 12 33,3% 20 21 41 43,5% 100,0% 61,2% 

NPM1m 6 4 14 24 66,7% 26 
 

26 56,5% 0,0% 38,8% 

ND 
           

Duplication 
interne en 
tandem de 

FLT3 

FLT3-ITD Négatif 14 4 10 28 77,8% 34 21 55 75,6% 100,0% 83,3% 

FLT3-ITD 1 1 6 8 22,2% 11 
 

11 24,4% 0,0% 16,7% 

ND 
     

1 
 

1 
   

Autre 
mutation 

de FLT3 

FLT3m Négatif 15 4 15 34 94,4% 38 21 59 84,4% 100,0% 89,4% 

FLT3m 
 

1 1 2 5,6% 7 
 

7 15,6% 0,0% 10,6% 

ND 
     

1 
 

1 
   

Mutation 

de CEBPA 

CEBPAwt 14 5 15 34 97,1% 42 20 62 95,5% 95,2% 95,4% 

CEBPAm  
  

1 1 2,9% 2 1 3 4,5% 4,8% 4,6% 

ND 1 (dm) 
  

1 (dm) 
 

2 
 

2 
   

Mutation 

de 

DNMT3A 

DNMT3Awt 9 1 6 16 64,0% 24 14 38 61,5% 73,7% 65,5% 

DNMT3Am 3 2 4 9 36,0% 15 5 20 38,5% 26,3% 34,5% 

ND 3 2 6 11 
 

7 2 9 
   

Mutation 

de 

DNMT3A 
R882 

DNMT3A R882 
Négatif 

11 3 9 23 92,0% 27 17 44 69,2% 89,5% 75,9% 

DNMT3A R882  1 
 

1 2 8,0% 12 2 14 30,8% 10,5% 24,1% 

ND 3 2 6 11 
 

7 2 9 
   

Mutation 

de TET2 

TET2wt 10 3 10 23 92,0% 37 18 55 94,9% 94,7% 94,8% 

TET2m  2 
  

2 8,0% 2 1 3 5,1% 5,3% 5,2% 

ND 3 2 6 11 
 

7 2 9 
   

dm : double muté 
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B. Performances de la PCR digitale 

1. Qualité des tests 

Le nombre médian de gouttelettes acceptées pour un échantillon (deux puits) était de 24474. 

2. Limites de détection et de quantification 

Les seuils de détection et de quantification obtenus pour chaque mutation sont rapportés dans le 

tableau Tableau 18 ci-dessous. 

Tableau 18 : LOD et LOQ 

 
LOD LOQ 

IDH2 R140Q 0,090 0,22 

IDH2 R172K 0,044 0,10 

IDH1 R132C 0,176 0,337 

IDH1 R132H 0,090 0,172 

IDH1 R132G 0,018 0,080 

C. Prélèvements au diagnostic 

Au diagnostic l’AF médiane dans le sang était de 36,7% soit 73,4% de cellules mutées. Dans la moelle 

l’AF médiane était de 42,85% soit 85,7% de cellules mutées (Tableau 19). Dans 9 cas dont 8 sur sang, 

l’AF au diagnostic était inférieure à 10%. Dans tous les cas sauf un cela correspondait à une 

leucocytose au diagnostic inférieure à 4G/L. 

Tableau 19 : Abondances fractionnelles au diagnostic sur sang et moelle osseuse 

Colonne1 Sang Moelle 

N 37 60 

AF Médiane (%) 36,70 42,85 

AF Min (%) 0,13 8,20 

AF Max (%) 53,00 49,90 

 

D. Données générales de survie 

a) Suivi médian 

Le suivi médian des 103 patients inclus était de 2,78 ans soit 2 ans et 9 mois (intervalle de confiance à 

95% ou IC 95% à [2,45;3,02]) 

b) OS et DFS en fonction du statut mutationnel d’IDH1/2 et du protocole 

Le Tableau 20 et les courbes de Kaplan-Meier Figures 28, 29, 30 et 31 ci-dessous rapportent les données 

d’OS et de DFS par mutation d’IDH1/2 et par protocole. Les mutations d’IDH1 R132 ont été 

regroupées en raison de leurs faibles effectifs. Les différences d’OS et de DFS retrouvées ne sont pas 

significatives. 
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Tableau 20 OS et DFS à 3 ans par mutation et protocole 

Colonne1 % OS 3 ans IC 95% OS % DFS 3 ans IC 95% DFS 

Tous 69,5 [58,7;78,0] 52,7 [42,2;62,1] 

IDH1 R132 65,3 [42,3;81,0] 52,8 [34,4;68,3] 

IDH2 R140Q 69,0 [53,2;80,3] 53,2 [37,6;66,6] 

IDH2 R172K 75,6 [50,9;89,1] 50,8 [27,5;70,1] 

ALFA 0701 66,3 [43,4;81,7] 43,9 [24,0;62,1] 

ALFA 0702 70,7 [58,2;80,1] 55,6 [43,4;66,2] 

 

 

Figure 28 : OS en fonction du statut mutationnel d’IDH1/2 
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Figure 29 : DFS en fonction de la mutation d’IDH1/2 

 

Figure 30 : OS en fonction du protocole 

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

D
is

ea
se

-F
re

e 
S

ur
vi

va
l (

%
)

21 16 9 5 1 0IDH2R172K
46 30 22 9 5 3IDH2R140Q
36 26 13 4 1 0IDH1R132

Number at risk

0 1 2 3 4 5
Time(years)

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

O
ve

ra
ll 

S
ur

vi
va

l (
%

)

77 67 50 25 14 50702
26 23 13 4 1 00701

Number at risk

0 1 2 3 4 5
Time(years)



74 
 

 

Figure 31 : DFS en fonction du protocole 

E. Impact pronostique de la MRD IDH1/2 en fin d’induction 

1. Recherche des meilleurs seuils décisionnels 

Nous avons réalisé pour les trois groupes de mutations d’IDH1/2 une recherche du meilleur seuil de 

MRD décisionnel en fin d’induction sur les données de DFS. Les représentations graphiques ci-

dessous (Figures 32, 33 et 34) se lisent ainsi : elles représentent la valeur du test du Chi deux en fonction 

du -log de l’abondance fractionnelle. Plus la hauteur du pic est importante, plus la valeur en abscisse 

est un cut-off pertinent. A l’exception des valeurs extrêmes de MRD, parce-qu’elles sont 

représentées par de très faibles effectifs : les valeurs de Chi-deux obtenues peuvent alors être très 

élevées sans être significatives. Ce phénomène est appelé « effet de bord ». Il se produit dans notre 

cas pour les mutations d’IDH2 R172K au-delà d’un -log(MRD) de 1,8. Ces résultats permettent de 

définir des seuils autour de 0,1% pour IDH1 R132 et 0,5% pour IDH2 R140Q. Il n’y a aucune valeur de 

MRD significative pour IDH2 R172K. 

 

Figure 32 : Recherche de seuil pour IDH1m. Seuil significatif à –log(MRD)=1, autrement dit une AF à 0,1% 
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Figure 33 : Recherche de seuil pour IDH2 R140Q. Seuil significatif à –log(MRD)=0,3, autrement dit une AF à 0,5% 

 

Figure 34 : Recherche de seuil pour IDH2 R172K. Pas de seuil significatif, le pic de droite est un effet de bord 

2. OS et DFS censurées à la greffe et ajustées sur le protocole, par niveau de réponse 

moléculaire et type de mutation d’IDH1/2 

Nous avons appliqué les seuils décisionnels nouvellement définis pour évaluer l’impact pronostique 

de la MRD IDH1/2 sur l’OS et la DFS, suivant un modèle de Cox et en appliquant une censure à 

l’allogreffe de moelle osseuse et un ajustement sur le protocole afin de limiter le biais que ces 

variables induisent sur la survenue des décès et des rechutes. 

Les résultats obtenus sont rapportés dans les Tableaux 21 et 22 et les Figures 35, 36, 37, 38, 39 et 40. 

Les groupes de patients dont l’Abondance Fractionnelle en fin d’induction est supérieure ou 

inférieure au meilleur seuil décisionnel sont désignés par les termes MRD>co et MRD<co  

respectivement (co pour « cut off », c'est-à-dire le seuil décisionnel). Les résultats statistiquement 

significatifs au seuil de 5% figurent en caractères gras (Hazard Ratio : HR et p-value : p). 
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a) OS 
Tableau 21 : OS censurée à la greffe par réponse moléculaire et mutation 

 
MRD>co MRD<co   

 
% OS        

3 ans 

IC 95%    

OS 

% OS         

3 ans  

IC 95%     

OS 
HR IC 95% HR p 

IDH1 R132 -IDH2 R140Q 62,4 [35,1;80,9] 87,9 [70,9;95,23]    0,23 [0,09;0,62] 0,003 

IDH1 R132  65,8 [31,0;86,0] 100 - - - 0,067 

IDH2 R140Q 55,4 [13,0;84,3] 84 [62,8;93,7] 0,31 [0,07;1,47] 0,141 

 

 

Figure 35 : OS censurée à la greffe par réponse moléculaire pour les mutations d’IDH1 R132 et IDH2 R140Q 
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Figure 36 : OS censurée à la greffe par réponse moléculaire pour les mutations d’IDH1 R132 (seuil AF=0,1%) 

 

Figure 37 : OS censurée à la greffe par réponse moléculaire pour les mutations d’IDH2 R140Q (seuil AF=0,5%) 

L’impact pronostique de la MRD post-induction sur l’OS est significatif dans le groupe IDH1 R132 -

IDH2 R140Q uniquement. L’allure des courbes dans les deux sous-groupes est similaire. 
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b) DFS 
Tableau 22 : DFS censurée à la greffe par réponse moléculaire et mutation 

 
MRD>co MRD<co   

 
% DFS       

3 ans 

IC 95% 

DFS 

% DFS         

3 ans 

IC 95%  

DFS 
HR IC 95% HR p 

IDH1 R132 -IDH2 R140Q 21,6 [6,1;43,1] 74,9 [55,9;86,6] 0,24 [0,10;0,58] 0,002 

IDH1 R132  21,4 [4,0;47,8] 100 - - - 0,0005 

IDH2 R140Q - - 66,6 [43,9;81,8] 0,26 [0,08;0,90] 0,033 

 

 

Figure 38 : DFS censurée à la greffe par réponse moléculaire pour les mutations d’IDH1 R132 et IDH2 R140Q 

 

Figure 39 : DFS censurée à la greffe par réponse moléculaire pour les mutations d’IDH1 R132 (seuil AF=0,1%) 
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Figure 40 : DFS censurée à la greffe par réponse moléculaire pour les mutations d’IDH2 R140Q (seuil AF=0,5%) 

L’impact pronostique de la MRD post-induction sur la DFS est significatif dans les trois groupes. 

3. Impact pronostique des autres variables et analyse multivariée  

Pour des raisons d’effectifs insuffisants dans les sous-groupes pour obtenir une puissance statistique 

suffisante, l’analyse de l’ensemble des variables recueillies, univariée et multivariée, n’a pu être 

effectuée que sur les patients IDH1 132 et IDH2 R140Q regroupés. Pour les mêmes raisons n’ont été 

retenues que les variables quantitatives et les variables qualitatives dont chacune les modalités 

comptaient un effectif supérieur à 10. Ainsi ont été rejetées les variables : mutations de FLT3 non 

ITD, de CEBPA et de TET2. Il s’agit de nouveau d’une analyse selon le modèle de Cox ajustée sur le 

protocole et avec censure à l’allogreffe de moelle osseuse, de l’OS et de la DFS. 

Les résultats sont résumés dans les Tableaux 23, 24, 25 et 26. 

a) OS 

Tableau 23 : Analyse univariée sur l’OS censurée à la greffe 

Colonne1 HR IC 95% HR  p 

MRD<co 0,33 [0,10;1,12] 0,074 

Age 1,08 [0,99;1,19] 0,100 

Leucocytose au diagnostic 1,00 [1,00;1,01] 0,283 

NPM1m 0,31 [0,11;0,92] 0,035 

Caryotype normal 0,33 [0,11;0,98] 0,046 

FLT3-ITD 1,87 [0,39;8,88] 0,431 

DNMT3Am 3,39 [1,12;10,22] 0,03 

 

Tableau 24 : Analyse multivariée sur l’OS censurée à la greffe  

Colonne1 HR IC 95% HR  p-value 

MRD<co 0,25 [0,06;1,15] 0,076 

NPM1m 0,71 [0,13;3,95] 0,696 

Caryotype normal 0,51 [0,08;3,16] 0,465 

DNMT3Am 2,09 [0,58;7,58] 0,261 
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En analyse univariée NPM1m, la normalité du caryotype et DNMT3Am ont un impact significatif sur 

l’OS censurée à la greffe (défavorable pour DNMT3Am, favorable pour les deux autres), mais pas une 

MRD<co. Aucune de ces variables n’a un impact significatif sur l’OS censurée à la greffe en analyse 

multivariée. 

b) DFS 
Tableau 25 : Analyse univariée sur la DFS censurée à la greffe 

Colonne1 HR IC 95% HR  p 

MRD<co 0,24 [0,10;0,58] 0,002 

âge 1,02 [0,97;1,08] 0,365 

Leucocytose au diagnostic 1,00 [0,99;1,00] 0,929 

NPM1m 0,33 [0,16;0,67] 0,002 

Caryotype normal 0,32 [0,15;0,71,] 0,005 

FLT3-ITD 1,43 [0,49;4,16] 0,510 

DNMT3Am 1,89 [0,88;4,04] 0,101 

 
Tableau 26 : Analyse multivariée sur la DFS censurée à la greffe 

Colonne1 HR IC 95% HR p 

MRD<co 0,23 [0,09;0,62] 0,003 

NPM1m 0,51 [0,20;1,34] 0,172 

Caryotype normal 0,36 [0,11;1,21] 0,099 

 

En analyse univariée une MRD<co, La présence d’une mutation de NPM1 ou d’un caryotype normal 

ont un impact significatif favorable sur la DFS.  

En revanche seule la MRD aux seuils définis précédemment (0,1% pour IDH1 et 0,5% pour les 

mutations d’IDH2 R140Q) a un impact significatif sur DFS censurée à la greffe en analyse multivariée. 

4. Analyse temps-dépendante de la DFS 

Afin d’évaluer le bénéfice de l’allogreffe de moelle osseuse en fonction de la réponse moléculaire sur 

la DFS, nous avons réalisé une analyse de Mantel Byar, ajustée sur le protocole pour le groupe 

IDH1 R132 et IDH2 R140Q. 

Ce modèle permet d’analyser ensemble le devenir des patients non greffés et cellui des patients 

greffés du diagnostic jusqu’au moment de leur greffe d’une part, et dans un second groupe le 

devenir des patients greffés à partir de la date de leur greffe. 

Les résultats sont présentés dans le Tableau 27 et la Figure 41:  

Lorsque la MRD>co (courbes noires) la greffe n’a pas un effet protecteur de la rechute significatif, 

bien que les courbes évoquent une tendance. 

Le groupe MRD<co compte des effectifs plus importants. Il existe une tendance plus nette à la limite 

de la significativité (p=0,056), pour une meilleure DFS chez les non greffés dans ce groupe. 
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Tableau 27 : Effet de l’allogreffe sur la DFS en fonction de la réponse moléculaire IDH1 R132-IDH2 R140Q 

 
HR IC 95% HR p 

MRD>co 0,92 [0,31;2,77] 0,891 

MRD<co 2,87 [0,97;8,49] 0,056 

 

 

Figure 41 : Analyse temps-dépendante de la DFS en fonction de l’allogreffe et de la réponse moléculaire IDH1 R132-IDH2 

R140Q 

F. Courbes de suivi de la MRD 

Dans la majorité des cas (96/103), la MRD IDH1/2 suivait une évolution cohérente avec les 

évènements, et parallèle aux autres marqueurs de MRD disponibles: mutations de NPM1 (exemple 

ci-dessous Figure 42) ou expression de WT1. 

De façon notable la MRD IDH1/2 restait fortement positive (AF>10%) à long terme chez 7 patients en 

RC (4 IDH2 R140Q, 2 IDH1 R132C et 1 IDH1 R132H), de façon discordante avec les autres marqueurs 

de MRD disponibles. (Exemple ci-dessous Figure 43). 

Nous sous sommes intéressés au devenir de ces patients particuliers et avons recherché un éventuel 

profil génétique ou clinique commun (Tableau 28). Les résultats sont hétérogènes et il est difficile d’en 

tirer des conclusions. 
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Figure 42 : Exemple d’évolution parallèle des 

 

 

Figure 43 : Exemple de persistance d’une MRD 
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Tableau 28 : Caractéristiques des 7 patients ayant présenté une MRD IDH1/2 élevée persistante en RC 
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1 50 F 28 Normal 1 1 1 0 nd 0 nd nd nd R140Q Vivant RC1 à 2 ans (sans allogreffe)  

2 55 H 2,4 Trisomie 8 0 0 0 nd nd 0 1 1 0 R140Q Rechute à 4 ans 

3 55 H 4,7 Normal 1 0 0 0 nd 0 nd nd nd R140Q Décès post allogreffe 

4 50 H 43 Normal 0 1 0 0 0 0 1 1 0 R140Q Rechute à 1,5 ans 

5 68 F 34 Echec 1 1 0 0 0 0 0 0 0 R132G Décès post allogreffe 

6 60 F 100 Normal 1 0 0 0 0 nd 0 0 0 R132C Rechute à 1,5 ans 

7 63 F 3,2 Normal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 R132C 
Rechute sous forme AREB à 2,5 ans, 
stable depuis 1 an sans traitement 

 

VII. Discussion 

A. Performances de la PCR digitale 

L’objectif d’une limite de détection inférieure à 0,01% d’AF n’a pas été atteint. Le facteur limitant la 

sensibilité analytique n’était pas le nombre de copies testées mais le bruit de fond des contrôles sur 

ADN wt. Le profil analytique de ces contrôles est particulier : aucune gouttelette simple positif en 

ADN muté n’a été détectée pour aucun de ces contrôles, quelle que soit la mutation. Les seules 

gouttelettes positives en ADN muté étaient double positives (voir l’exemple Figure 44). Il s’agit en 

réalité de gouttelettes faussement positives. 

En effet dans nos conditions d’analyse, en moyenne entre la moitié et trois quarts des gouttelettes 

étaient positives en wt. Ce qui veut dire qu’une copie d’ADN muté répartie de façon aléatoire doit se 

trouver en moyenne entre une fois sur deux et une fois sur quatre dans une gouttelette ne 

contenant pas de copie wt. Cette proportion est d’ailleurs respectée dans les échantillons réellement 

positifs. La probabilité que les copies d’ADN muté ne se trouvent jamais dans une gouttelette en 

l’absence d’une copie wt et ce pour un grand nombre d’échantillons est proche de zéro. 

Les contrôles sans ADN attestent par ailleurs de l’absence de contaminations. 

Ce type de signaux faussement positifs dépendants de la présence de la cible non mutée dans les 

gouttelettes est décrit par le fabricant et est imputée par lui à des erreurs de la polymérase induites 

par des séquences particulières ou des dommages de l’ADN. 

La polymérase va, à une faible fréquence, introduire dans la séquence néo synthétisée à partir de la 

copie wt une mutation favorisant la fixation de la sonde mutée puis son hydrolyse. 



 

Figure 44 : Exemple de contrôle 
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étude des LAM IDH2 R172K de caryotype normal en CGH (Hybridation Génomique Comparative) ou 

SNP array à la recherche de gains cryptiques dans le chromosome 11 pourrait avoir un intérêt de 

même que la recherche de mutations dans les gènes connus pour être impliqués dans la 

leucémogenèse présents sur le chromosome 11.   

Par ailleurs aucune mutation IDH2 R172K n’était accompagnée d’une mutation de CEBPA, NPM1 ni 

FLT3, conformément à la littérature (voir II.C.4). 

C. Survie 

1. En fonction de la mutation 

Le mauvais pronostic associé à IDH2 R172K serait au moins en partie lié à un plus faible taux de RC 

(voir III.F.2.e), une tendance est observée dans notre cohorte mais elle n’est pas significative (Tableau 

14).  

Chez les patients ayant atteint la RC, nous ne retrouvons pas de différence d’OS ni de DFS en fonction 

de la mutation (voir VI.D.b) . 

2. En fonction de la réponse moléculaire 

Dans notre cohorte la MRD IDH1/IDH2 R140Q est la seule variable qui a un impact pronostique de la 

rechute (DFS censurée à la greffe) en analyse multivariée (voir VI.E.3.b).  

Dans le groupe de pronostic intermédiaire actuel, un patient « bon répondeur » en MRD IDH1/2 

peut-il être exempté d’une allogreffe de moelle osseuse ? L’analyse temps dépendant qui vise à 

répondre à cette question clinique essentielle n’a pas permis de trancher (voir VI.E.4). Le test est à la 

limite de la significativité (p=0,056). La durée de suivi des patients du protocole ALFA-0702 est 

encore assez courte et les données sont régulièrement mises à jour. Le test méritera d’être réitéré 

après actualisation des dernières nouvelles et permettra probablement de confirmer ou infirmer la 

tendance. 

La MRD IDH2 R172K n’est pas corrélée à la rechute, dans nos conditions d’analyse. Nous avons vu 

que les seuils décisionnels pertinents variaient en fonction de la mutation. Il est permis d’imaginer 

qu’un seuil décisionnel pertinent existe pour IDH2 R172K mais que les LOD et LOQ de la PCR digitale 

ne nous ont pas permis de l’atteindre. Les travaux de H Debarri (216) ont montré que le NGS ne 

permettait actuellement pas de faire mieux en termes de sensibilité analytique. Si cette hypothèse 

est vraie nous nous heurtons à une limite technique.  

Une autre hypothèse est que la MRD IDH2 R172K n’est réellement pas corrélée à la survenue d’une 

rechute. Cette idée s’accorde bien avec la nature biologique et clinique particulière de ces mutations. 

Les seuils décisionnels de 0,1% et 0,5% définis pour les autres mutations sont assez élevés et sont 

techniquement assez accessibles. La sensibilité analytique décevante au regard des objectifs initiaux 

obtenue en PCR digitale n’est pas problématique, au moins en fin d’induction.  

La nécessité d’atteindre de meilleurs seuils de détection et quantification peut être discutée. Elle 

devra être évaluée notamment pour des points prélevés après consolidation ou en suivi au long 

cours pour la détection précoce des rechutes moléculaires. 
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D. MRD élevée en RC 

La persistance d’une MRD IDH1/2 élevée chez des patients en RC et de façon discordante avec les 

autres marqueurs de MRD disponibles, observée chez 7 patients de notre cohorte, est un 

phénomène déjà décrit : 

-Chou et Al. rapportent 3 cas de persistance en RC : 2 IDH2 R140Q et 1 IDH1 R132H, avec 

aucune rechute en 10, 4 et 4 ans. L’étude était menée sur 19 IDH1 R132, 18 IDH2 R140 et 9 IDH2 

R172, mutations confirmées somatiques sur prélèvements périphériques et recherchées par 

séquençage  en technique Sanger sur moelle. Dans deux des trois cas le 2-HG extrait des leucocytes 

circulants a été quantifié en spectrométrie de masse en RC précoce et retrouvait une production 

anormalement haute de l’oncométabolite en accord avec la MRD IDH1/2 (223). 

-Jeziskova et al retrouvent 1 cas (sur 8) de persistance d’IDH2 R140Q en RC, suivie d’une 

rechute à 11 mois. Le patient avait une neutrophilie et une lymphocytose, et était traité par 

corticothérapie pour une maladie de Crohn.  La recherche était effectuée en QPCR sur moelle (224). 

-Debarri et al décrivent 4 cas similaires : 2 IDH1 R132C, 1 IDH1 R132H et 1 IDH2 R140Q. 3 

d’entre eux ont rechuté après 504, 395 et 158 jours, le quatrième a développé un syndrome 

myélodysplasique ayant perdu la mutation NPM1 présente au diagnostic. Cette étude a été menée 

sur 8 patients IDH1m et 9 IDH2m en NGS (216). 

Quels enseignements tirer de ces données associées aux nôtres (Tableau 28) ? 

-Le phénomène a été observé pour les mutations d’IDH1 R132C, R132H, R132G et d’IDH2 

R140Q, mais pas R172K. Le faible nombre de cas décrits ne permet pas de dire s’il s’agit d’une 

coïncidence favorisée par la faible fréquence de cette mutation ou si cela constitue une nouvelle 

particularité propre à ce codon. 

-L’événement n’est pas rare, il va selon les études de 6 à 24% des LAM IDH1/2m. 

-Il conviendrait comme dans l’étude de Chou et Al., de vérifier la nature systématiquement 

somatique de la mutation chez ces patients particuliers par une recherche des mutations par 

exemple sur biopsie de peau. En effet les mutations d’IDH2 R140Q peuvent être constitutionnelles (la 

pathologie étant rare, on ne sait pas si d’autres mutations d’IDH1/2 peuvent être impliquées). Elles 

provoquent l’acidurie à D-2HG de type 2. Cette pathologie est autosomique dominante, à pénétrance 

incomplète. Les individus, homozygotes pourront être atteints d’un syndrome neuro-métabolique de 

gravité variable mais peuvent aussi rester asymptomatiques. L’anomalie semble préférentiellement 

survenir de novo mais un cas hérité d’une mosaïque d’un parent est rapporté (24). 

-Dans le cas d’anomalies somatiques, les mutations d’IDH1/2 pourraient se comporter 

comme DNMT3A, des mutations très précoces insuffisantes pour provoquer seules une LAM, 

pouvant être pré-leucémiques en accord avec le modèle multi-étapes de leucémogenèse, ou à 

l’origine d’une hématopoïèse clonale de signification indéterminé. 

-L’impact de la persistance de la mutation sur le devenir des patient est incertain, si l’on 

résume l’ensemble des 15 cas décrits on compte 7 rechutes dont 5 en moins d’1,5 ans, 2 évolutions 

sous forme de SMD et 4 rémissions dont une avec un recul court de 2 ans et trois de plus de 4 ans 

(plus deux décès post allogreffe). Les cas rapportés de mutation constitutionnelle d’IDH1/2 ne 

semblaient pas associés à un risque oncologique particulier mais il s’agissait de patients jeunes (24). 
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Si la MRD IDH1/2 devait être utilisée en pratique courante dans le futur, la connaissance du pronostic 

associé à ce type d’évolution de la maladie résiduelle déterminera la nécessité de le rechercher 

systématiquement ou non. L’interprétation des données de MRD pourrait s’en trouver compliquée.  

-Il ne s’est pas dégagé dans notre cohorte de profil génétique particulier associé à ces MRD 

élevées en RC. Une étude des données mutationnelles des 7 patients sur un panel de gènes plus 

large permettrait d’approfondir la recherche. 

E. Limites 

Les données n’ont pas permis d’évaluer la MRD post-consolidation mais que la MRD post-induction. 

En effet passée l’induction, les dates de début ou fin des temps thérapeutiques étaient absentes du 

recueil des données du protocole ALFA-0702, ne permettant pas de situer avec certitude les points 

de suivi suivants dans l’histoire clinique des patients. 

Nous avions trop peu de prélèvements de suivi au long cours (voir Tableau 13) pour pouvoir étudier de 

façon précise l’association rechute moléculaire-rechute et sa cinétique. 

Nous n’avons pas comparé la MRD mesurée sur moelle et sur sang. Les seuls échantillons sanguins 

exploités sont des prélèvements au diagnostic. L’analyse de prélèvements au diagnostic avait deux 

objectifs. Le premier était de vérifier la présence de la mutation, détectée initialement par plusieurs 

méthodes et laboratoires différents et souvent indétectable sur les points de suivis. (Cela nous a 

notamment permis d’exclure un patient dont la supposée mutation IDH1 R132C n’a jamais été 

retrouvée). Le second était d’obtenir un ordre de grandeur de l’abondance de la mutation au 

diagnostic. Ces échantillons, non appariés, (les échantillons de sang ont été utilisés lorsqu’il n’y avait 

pas de moelle disponible) ne permettent pas de comparer les abondances fractionnelles sur sang et 

sur moelle. Il sera nécessaire de comparer les MRD sur sang et sur moelle afin de déterminer quel 

prélèvement est le plus pertinent. La différence sera critique surtout pour les valeurs basses en suivi. 

VIII. Conclusion 
La MRD est un outil de stratification pronostique majeur dans les leucémies aigues. Nos résultats 

suggèrent que les mutations d’IDH1 et IDH2 R140Q pourraient être des marqueurs de MRD 

pertinents dans les LAM. Ces données devront être validées sur une cohorte indépendante. L’intérêt 

de MRD IDH1/2 serait une aide à la stratification pronostique des patients actuellement classés dans 

les groupes intermédiaires, notamment en l’absence d’une mutation d’NPM1 ou d’une hyper-

expression de WT1 pouvant être suivies en MRD, mais aussi potentiellement en combinaison avec 

ces marqueurs de MRD. Les données de notre cohorte ne sont cependant pas assez puissantes pour 

ériger la réponse moléculaire IDH1/2 en critère d’indication de l’allogreffe. 

Le prélèvement le plus pertinent pour l’analyse moléculaire est à définir.  

L’intérêt de la quantification du D-2HG sérique en spectrométrie de masse en tant que marqueur de 

la MRD de fin d’induction dans les LAM IDH1/2m a également été montré dans une étude du groupe 

ALFA (voir III.H.5) (225). Les 31 patients ayant atteint la RC inclus dans ce travail étaient également 

issus des protocoles ALFA-0701 et 0702. Sachant que nous avons pu inclure dans notre cohorte 103 

des 131 patients mutés en RC il est probable qu’une part respectable des 31 patients soient 

communs aux deux études. Une analyse des données appariées pourrait être une étape dans la 

comparaison des deux approches.  
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Avec l’avènement des inhibiteurs des enzymes IDH1 et 2 mutées, la personnalisation du traitement à 

partir des données de MRD per et post-traitement pourrait devenir un nouveau champ 

d’investigation.  
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