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I. INTRODUCTION 

 

La quantification de la maladie résiduelle est un outil devenu indispensable dans la prise en 

charge des hémopathies. Elle permet d’évaluer l’efficacité du traitement mis en place, de 

prédire le risque de rechute et est ainsi utilisée dans la stratification thérapeutique. Les 

techniques mises en place doivent donc répondre à des exigences en termes de sensibilité, 

de spécificité et de rapidité de rendu de résultats. 

La biologie moléculaire est la méthode de référence de par son très bonne sensibilité et un 

bon niveau de standardisation cependant, elle reste une technique complexe, coûteuse et 

peu adaptée à une prise de décision rapide. Ceci justifie le besoin d'envisager d'autres 

techniques comme la cytométrie en flux. Cette dernière est basée sur la détection d’un profil 

immunophénotypique caractéristique du blaste au moment du diagnostic. Les performances 

de la technique se sont améliorées par le développement de nouveaux automates 

multiparamétriques et les logiciels d’analyses.  
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II.  ONTOGENESE 

 

1. Hématopoïèse :  

 

1.1. Définition 

L’hématopoïèse est l’ensemble des mécanismes impliqués dans la production 

continue et régulée des cellules sanguines : les érythrocytes, les plaquettes et les leucocytes. 

Elle est initiée par les cellules souches hématopoïétiques (CSH), celles-ci donnent naissance à 

des progéniteurs engagés dans des voies de différenciation permettant d’obtenir in fine les 

cellules sanguines matures.  

Les CSH possèdent une capacité d’auto-renouvellement ainsi qu’une capacité de 

différenciation qui leur permet de générer les différentes cellules sanguines matures 

(multipotence). Ainsi elles génèrent des progéniteurs multipotents (PMP) qui se 

différencient en cellules myéloïdes multipotentes (ou progéniteurs communs 

érythromyéloïdes) ou en cellules lymphoïdes multipotentes. Ces derniers prolifèrent et se 

différencient pour aboutir aux précurseurs des cellules sanguines reconnaissables 

morphologiquement (1). 
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Figure 1 Schéma illustratif simplifié de la différentiation hématopoïétique d'après A. Fernandes 2015 (2) 

BFU-E: Unité formatrice de blastes d’érythrocytes; CFU-Me: Unité formatrice de colonies 

mégacaryocytaire; CFU-GM: CFU granulomonocytaire; CFU-M: CFU de monocytaire; CFU-G: 

CFU granulocytaire; CFU-L: CFU lymphocytaire 
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2. Lymphopoïèse B 

La lymphopoïèse B désigne l’ensemble des étapes qui conduisent la cellule souche 

hématopoïétique (CSH) à se différencier en un lymphocyte B (LB) mature exprimant un 

récepteur membranaire : le BCR  (B Cell Receptor). 

2.1. Structure générale du BCR  

Il est composé d’une molécule d’immunoglobuline associée à un hétérodimère 

Igα/Igβ (CD79a/CD79b), responsable de la transduction du signal. 

2.1.1. Structure générale d’une immunoglobuline  

L’immunoglobuline (Ig) est une hétéroprotéine composée de 2 chaines lourdes (H 

pour « heavy ») et de 2 chaines légères (L pour « light ») identiques deux à deux  (Figure 2). 

La chaine lourde comporte 1 domaine variable VH porteur de la spécificité antigènique et 3 

domaines constants CH1, CH2 et CH3 pour les isotypes et ou 4 domaines constants CH1 

à CH4 pour les isotypes μ ou La chaîne légère comporte 1 domaine variable VL et 1 

domaine constant CL qui définit l’isotype  ou  de la chaine.L’assemblage d’un dimère de 

chaine lourde  μ ou   avec un dimère de chaine légère ( ou  définit une 

immunoglobuline de classe IgG, IgD, IgA, IgM ou IgE respectivement (3).  
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Figure 2 Structure d'une immunoglobuline et relation entre structure génomique et structure protéique d’après Lefranc 
M.-P. et Lefranc G., Génétique Moléculaire des Immunoglobulines(4) 

2.1.2. Les gènes des immunoglobulines  

Les gènes des immunoglobulines sont organisés en 3 loci localisés sur le chromosome 14 

pour le locus IgH, sur le chromosome 2 pour le locus IgK et sur le chromosome 22 pour le locus 

IgFigure 2).  

Le domaine variable de la chaine lourde, VH, est codé par un assemblage de gènes V (« 

variability »), D (« diversity ») et J (« junction »). Une seule combinaison de gènes V, D et J est 

utilisée par chaque lymphocyte B lors de la phase de différenciation indépendante de l’antigène. 

Chaque domaine constant de la chaine lourde (CH1, CH2, CH3)  est codé par 1 gène unique qui 

peut être réarrangé au cours de la phase de différenciation dépendante de l’antigène.  

Le domaine variable de la chaine légère est codée par une combinaison de gènes V et J 

seulement. Le domaine constant de la chaine  est codé par un gène unique. Celui de la chaine  

est codé par plusieurs copies du gène C, chacune étant associée à 1 gène J (tandems C-J 

Les domaines variables des chaines lourdes et des chaines légères sont au final constitués de 4 

régions peu variables (régions FR1 à FR4 « framework »). Elles encadrent 3 régions 

hypervariables qui entrent en contact avec l’antigène (CDR1 à CDR3, « complementary 

determining region »). Les CDR1 et 2 sont codés par le gène V alors que la région CDR3 

correspond à la jonction VDJ pour la chaine lourde et VJ pour les chaines légères (Figure 2). 

CDR3 constitue la région hypervariable unique pour chaque lymphocyte.  
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2.1.3. Structure du récepteur à l’antigène de la cellule B ou BCR :  

Le BCR est ainsi composé d’une molécule complète d’immunoglobuline 

transmembranaire associée à des phosphoprotéines sous forme de dimères CD79a (Ig) et 

CD79b (Ig) possédant des régions ITAMs (« immunoreceptor tyrosine-based activation motif ») 

indispensable à l’initiation de la transduction du signal (Figure 3). 

 

Figure 3 Structure générale du récepteur BCR (5) 

2.2. Différenciation lymphocytaire B indépendante de 
l’antigène  

La différenciation lymphocytaire B à partir de la cellule souche hématopoïétique (CSH) 

dans la moelle osseuse correspond à la phase de lymphopoïèse B indépendante de l’antigène. 

Une partie des CSH se différencie en progéniteurs lymphoïdes communs (« common lymphoid 

precursor » ou CLP) aboutissant in fine à la formation  de lymphocytes B exprimant une 

immunoglobuline de surface capable de reconnaître l’antigène.  
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Figure 4 Représentation d'un 

2.2.1. Le stade pré-pro B :  

Il s’agit du premier stade de différenciation du lymphocyte B à partir du CLP. L’IL7 

sécrétée par le microenvironnement intervient dans cette phase précoce de différenciation. 

L’engagement du CLP dans la lignée B est caractérisé par l’expression de nombreux facteurs 

de transcription : IKAROS et PU1 (« purine box factor 1 ») relayés par E2A (« E box binding 

protein 2A ») et EBF (« early B cell factor ») qui induisent l’expression de Pax5. Pax5 est un 

facteur de transcription qui sera indispensable au maintien de la différenciation B durant 

toute la période de maturation(6). Les cellules pré-pro B expriment encore un faible taux de 

Pax5 et ne portent pas de BCR à la surface. 

2.2.2. Le stade pro-B :  

Les cellules au stade pro-B expriment le marqueur CD19 à leur surface ainsi qu’une 

ébauche de BCR que l’on appelle pro-BCR, constituée des 2 corécepteurs CD79a et CD79b 

associés à la calnexine.  

C’est à ce stade que débute le réarrangement des gènes des immunoglobulines : sous 

l’action de Pax5 dont le niveau d’expression a augmenté, les enzymes RAG1 et RAG2 (« 

recombination activating gene ») vont initier la recombinaison des gènes V, D et J du locus 

IgH.  

Cette recombinaison VDJ constitue le premier point de contrôle majeur de la différenciation 

B. Cela permettant l'expression d'une chaîne lourde μ. Son association à une pseudo-chaine 

légère va permettre la formation d’un pré-BCR marquant le passage au stade pré-B.  

2.2.3. Le stade pré-B :  

La cellule B exprimant un pré-BCR est une « pré-BI ». Le pré-BCR émet un signal de 

survie à la cellule grâce à la chaine 5 qui reconnait la galectine-1 exprimée par les cellules 

stromales médullaires. Le signal du pré-BCR réprime l’expression des gènes RAG1 et RAG2 et 

inhibe le réarrangement du second allèle IgH. Il donne également un signal de prolifération à 
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la cellule qui devient une « large pré-BII » (« grande taille »). Enfin le pré-BCR réprime 

l’expression de la pseudo-chaine légère et induit la perte de son expression membranaire. La 

cellule devient alors, après prolifération, un « small pré-BII » (« petite taille ») (Figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 Etapes de différenciation lymphocytaire indépendante de l'antigène (d’après Pr Kaïs Lassoued, Inès Masmoudi. 
DCEM1 2010-2011 Immunologie Lymphocytes B : Marqueurs, différenciation et activation). 

La perte d’expression du pré-BCR permet aux gènes RAG1 et RAG2 d’être à nouveau 

exprimés. Ils vont permettre un réarrangement VJ de la chaine légère initialement. Si le  

réarrangement produit est fonctionnel, cette chaine  s’associera à la chaine μ et la 

structure sera exprimée à la membrane pour former un BCR marquant le passage au stade 

de lymphocyte B immature. L’expression d’un BCR fonctionnel est le second point de 

contrôle de la lymphopoïèse B intramédullaire. 
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2.2.4. Le lymphocyte B immature  

Le lymphocyte B immature est caractérisé par l’expression d’un BCR de nature IgM, 

son phénotype à ce stade est donc IgM+ IgD-. Les cellules B exprimant des BCR autoréactifs 

c’est à dire qui reconnaissent des antigènes du soi, subissent une sélection négative et vont 

être éliminées par apoptose (délétion clonale). Les lymphocytes B non autoréactifs seront 

libérés dans la circulation périphérique. S’ils n’interagissent pas avec l’antigène du soi, ces 

derniers seront orientés vers un état d’anergie ou subiront une ignorance clonale. Si les 

lymphocytes ont une faible affinité pour l’antigène du soi, ils vont développer un processus 

d’édition du BCR (« receptor editing ») qui est possible par un réarrangement secondaire sur 

l’allèle déjà réarrangé ou sur les autres allèles. 

2.2.5. Le lymphocyte B transitionnel  

Le lymphocyte B immature libéré dans la circulation périphérique est appelé 

lymphocyte B transitionnel précoce ou T1. Cette phase permet au lymphocyte B de devenir 

réceptif aux co-signaux des lymphocytes T helper lors de la réponse immmune et de 

stabiliser le signalosome du BCR.  

Ces lymphocytes B T1 transitent tout d’abord par la pulpe rouge de la rate dont les nombreux 

macrophages permettent d’épurer les cellules B autoréactives apoptotiques. Ensuite ils 

pénètrent dans les follicules lymphoïdes spléniques de la pulpe blanche, riche en antigènes et 

lymphocytes T helper CD4+ (Th), et se différencient alors en lymphocytes B transitionnels tardifs 

ou T2. Ces lymphocytes B T2 se caractérisent par la coexpression d’une IgM et d’une IgD de 

surface et deviennent des lymphocytes matures naïfs.  

2.3. Différenciation lymphocytaire B dépendante de 
l’antigène  

Les lymphocytes B matures naïfs IgM+/IgD+ quittent la rate afin de rejoindre la 

circulation sanguine périphérique et les organes lymphoïdes secondaires (rate, ganglions et 

tissus lymphoïdes associés aux muqueuses MALT). Ils vont alors se différencier soit en 

lymphocytes B folliculaires conventionnels impliqués dans les réponses humorales 
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dépendantes des lymphocytes T soit en lymphocytes B de la zone marginale impliqués dans 

les réponses humorales thymo-indépendantes. 

2.3.1. Réponse immune T-dépendante  

Le lymphocyte B naïf peut être activé par un antigène « T-dépendant » à l’extérieur 

du follicule. Cet antigène est présenté par une cellule dendritique (une cellule présentatrice 

d’antigène ou CPA, d’origine hématopoïétique) ou un macrophage qui activera en parallèle 

les lymphocytes Th CD4+. Le lymphocyte B activé via son BCR et les co-signaux du 

lymphocyte Th CD4+ présente une phase rapide de prolifération. La majorité des 

lymphocytes B activés vont directement se différencier en plasmocytes à courte durée de 

vie. Ce plasmocyte sécrète une IgM de faible affinité responsable de la réponse immune 

primaire contre l’antigène qui intervient rapidement après l’infection. Ensuite, d’autres 

lymphocytes B stimulés par l’antigène vont devenir des cellules fondatrices du centre 

germinatif (CG) ou cellules folliculaires (Figure 6).  

Le CG est une structure interne au follicule dans laquelle le lymphocyte B va subir une 

intense phase de prolifération et dont la présence identifie un follicule secondaire (i.e. 

follicule réactionnel). Le CG est constitué d’une zone sombre et d’une zone claire. Le 

lymphocyte B stimulé est d’abord dirigé vers la zone sombre où il recevra de multiples co-

signaux des lymphocytes Th CD4+ et des cellules folliculaires dendritiques. Il prolifère 

rapidement et devient un centroblaste.  Dans cette zone, l’enzyme AID (« activation induced 

cytidin deaminase ») va contrôler le processus d’hypermutations somatiques qui 

correspond à l’introduction de mutations dans les régions variables des gènes de l’Ig 

permettant ainsi d’augmenter l’affinité de l’Ig pour l’antigène. Le centroblaste est ensuite 

dirigé vers la zone claire où il devient un centrocyte. Il peut alors subir un processus facultatif 

de commutation de classe (CSR pour « class switch recombination »), également contrôlé 

par AID. Ce processus va permettre au lymphocyte d’exprimer un autre isotype (IgG, IgA ou 

une IgE) différente de l’IgM initiale afin d’adapter au mieux la réponse immunitaire.  
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Au final, le lymphocyte B ayant répondu à un antigène T-dépendant et ayant fait l’expérience 

du CG va pouvoir se différencier soit en lymphocyte B mémoire, capable de rester quiescent 

plusieurs années, soit en plasmocyte à longue durée de vie, producteur d’Ig spécifique de 

haute affinité pour l’antigène initial. 

2.3.1. Réponse immune T-indépendante  

Selon le type d’antigène, la réponse immune B peut se faire en dehors du CG et de manière 

indépendante du Th CD4+. Les lymphocytes B de la zone marginale sont particulièrement 

sensibles aux antigènes T-indépendants et plusieurs types de réponses sont possibles. 

 

Figure 6 Lymphopoïèse B : de la cellule souche au lymphocyte B circulant (4) 
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III. LEUCEMIES AIGUES 

LYMPHOBLASTIQUES B 

1. Définition 

Les leucémies aiguës (LA) de l’enfant représentent un groupe très hétérogène 

d'hémopathies malignes aiguës dues à la transformation oncogénique de cellules souches 

hématopoïétiques (CSH). Elle est caractérisée par une expansion clonale de précurseurs 

hématopoïétiques immatures. Selon l’origine du précurseur impliqué, précurseur de la 

lignée myéloïde ou lymphoïde (lignée B ou T), on distingue les leucémies aiguës 

myéloblastiques (LAM) et les leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL)(7). 

Dans les LAL, le précurseur hématopoïétique lymphoïde appelé lymphoblaste perd sa 

capacité de maturation et de différenciation et reste bloqué à un stade immature.  D’autre 

part la cellule acquiert une capacité de prolifération exacerbée ce qui va inhiber 

l’hématopoïèse normale et aboutir à une insuffisance médullaire. Cette expansion clonale 

est secondaire à l’accumulation de diverses mutations somatiques pouvant survenir sur 

plusieurs gènes impliqués notamment dans la prolifération, la différenciation et la survie 

cellulaire. Cette prolifération de lymphoblastes peut se poursuivre dans les organes 

lymphoïdes secondaires (rate, ganglions) et infiltrer des organes extra-hématopoïétique 

(foie, testicules, système nerveux central…). 
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2. Epidémiologie 
 

Les leucémies aiguës sont la première cause de cancer pédiatrique, elles 

représentent environ 31 % des cancers diagnostiqués avant l’âge de 15 ans (8) (Figure 7).  

La LAL représente 80 % des leucémies chez l’enfant (9) et parmi ces dernières, 80% sont des 

LAL B dites communes.   

L’incidence standardisée sur la population mondiale est de 1,9 pour 100 000 personnes-

années chez l’homme et de 1,2 chez la femme, soit un sexe ratio à 1,6. Le taux d’incidence 

spécifique par âge est de 3,8 pour 100 000 personnes-années chez le garçon de moins de 15 

ans et 2,5 chez la fille de même âge (9).   

 

Figure 7 Répartition des différents cancers chez l'enfant entre 2 et 10ans d’après le registre national des tumeurs solides 
de l’enfant (10). 

La distribution des LAL B (Figure 8) décrit un pic maximum vers l'âge de 2-3 ans, plus marqué 

chez les garçons que chez les filles, et encore nettement visible un peu après 6 ans.  
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Figure 8 Taux d'incidence des leucémies aiguës selon l'âge en France (RNHE 2000-2004) ((11)) 

Le pronostic est meilleur chez l’enfant avec une survie à 5 ans de 90 % chez l’enfant alors 

qu’elle n’est que de 35 à 40 % chez l’adulte. On note une amélioration régulière de cette 

survie partout dans les pays occidentaux où les LAL B sont plus fréquentes et de meilleur 

pronostic que les LAL T(12). 

Dans les LAL on observe une rémission complète dans plus de 95% des cas chez l’enfant, et 

entre 70 et 80% des cas chez l’adulte. Cependant, seuls 30 à 40 % des adultes et 80% des 

enfants présentent une survie à 5 ans sans rechute et sont considérés comme guéris(12). 

En dépit de nombreuses améliorations en termes de prise en charge thérapeutique, la LAL 

reste une cause majeure de mortalité due aux cancers chez l’enfant. Elle représente en effet 

la deuxième cause de décès par maladie chez les enfants de 1 à 15 ans. 
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3. Facteurs de risques 

3.1. Facteurs de risques établis 

3.1.1. Facteurs de risques génétiques 

Certaines anomalies chromosomiques constitutionnelles sont clairement associées à 

un risque accru de leucémie. Ainsi, avant l’âge de 5 ans, les enfants porteurs d’une trisomie 

21 ont un risque environ 50 fois supérieur de développer une leucémie par rapport aux 

enfants de la population générale. Entre 2 et 3% des enfants atteints de leucémie sont 

porteurs d’une trisomie 21. De plus, certaines maladies génétiques rares sont associées à un 

risque élevé de LA telle que: l’ataxie-télangiectasie, la maladie de Fanconi (LAM), l’anémie de 

Diamond-Blackfan (LAM)(13). 

3.1.2. Facteurs de risque iatrogènes 

Le rôle des radiations ionisantes à forte dose est établi pour la plupart des cancers de 

l’enfant. L’exposition aux rayonnements ionisants est classée « cancérigène certain » par le 

Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC).  

3.2. Facteurs de risques suspectés 

3.2.1. Facteurs de risque infectieux 

L’hypothèse d’une infection pouvant être associée à ce processus oncogène chez 

l’homme a été avancée compte tenu de l’origine virale des leucémies chez certaines espèces 

animales, de l’implication du virus d’Epstein-Barr dans la genèse du lymphome de Burkitt  

mais également le rôle de l’HTLV1 dans une forme rare de LAL-T (Japon et Caraïbes 

principalement). Cependant, aucun virus spécifique n'a jamais été mis en cause dans les 

leucémies de l'enfant ((11)). 
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3.2.2. Expositions à des toxiques  

De nombreux autres facteurs de risques sont également suspectés dans la genèse des 

leucémies aiguës mais sans être pour autant établis formellement, c’est le cas des 

expositions au benzène, aux pesticides, au tabac. 

 

4. Diagnostic clinique  

La symptomatologie peut apparaître de manière insidieuse ou brutale et résulte de 

l’envahissement blastique.  

Au moment du diagnostic, la moelle est généralement envahie par plus de 90 % de blastes. 

Cet envahissement peut être à l’origine d’une insuffisance médullaire se traduisant par  

l’atteinte d’une ou plusieurs lignées hématopoïétique (hématies, leucocytes et plaquettes). 

Différents syndromes cliniques seront associés aux cytopénies :  

 Syndrome anémique : pâleur cutanéo-muqueuse, asthénie, dyspnée à l’effort  

 Syndrome infectieux surtout si la neutropénie est profonde (<0.5G/L) : état fébrile avec 

classiquement des foyers pulmonaires ou des angines ulcéro-nécrotiques 

 Syndrome hémorragique : purpura pétéchial et ecchymotique, hémorragies 

Dans la majorité des cas, un syndrome tumoral lié à l’envahissement blastique extra-

médullaire sera mis en évidence. On peut retrouver des adénopathies superficielles ou 

profondes, une splénomégalie, une hépatomégalie, une atteinte méningée. Cette atteinte 

neuro-méningée est retrouvé dans 5 à 10% des LAL et constitue un facteur de mauvais 

pronostic. On peut également observer une infiltration testiculaire. 

L’infiltration du système nerveux central bien que relativement rare, peut être à l’origine de 

signes neurologiques diffus ou focaux ; augmentation de la pression intracranienne 

(léthargie, vomissements, maux de tête), rigidité de la nuque (14).  
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Le syndrome tumoral peut se manifester par une masse médiastinale antérieur pouvant être 

à l’origine d’une détresse respiratoire sévère (concernant le plus souvent les LAL T) (14).  

Enfin on observe plus fréquemment chez les enfants des douleurs osseuses et articulaires.  

5. Diagnostic biologique  

L’hémogramme est l’examen de première intention. Il permet de mettre en évidence 

une ou plusieurs cytopénies pouvant être associées à la présence de blastes circulants. Un 

myélogramme doit alors être réalisé. L’étude des cellules de la moelle osseuse après 

coloration au May-Grünwald Giemsa permet d’établir le diagnostic de leucémie aiguë 

lorsque le pourcentage de blaste est supérieur à 20% de l’ensemble des cellules 

hématopoïétiques. Une étude cytochimique pourra être réalisée en complément : la 

myélopéroxydase, elle sera négative dans le cadre d’une LAL.   

L’immunophénotypage des cellules blastiques de la moelle osseuse (ou du sang) est 

indispensable afin d’affirmer la nature lymphoïde du blaste. Cette analyse permettra 

également de préciser le stade de maturation du lymphoblaste selon la classification de 

l’European Group for the Immunological characterization of Leukemia (EGIL). 

L’immunophénotypage comporte d’autres intérêts qui seront détaillés par la suite comme la 

mise en évidence de marqueurs aberrants, l’évaluation de la maladie résiduelle ainsi que 

l’adaptation de la stratégie thérapeutique en fonction de la présence de certains marqueurs 

(ex : traitement par Rituximab dans les LAL CD20+ (15)).  

Cytogénétique conventionnelle 

L’analyse cytogénétique correspond à l’étude des chromosomes après division cellulaire. 

Ainsi, le caryotype, après une étape de culture cellulaire permet d’obtenir des chromosomes 

bloqués en métaphase (Figure 9), dans le but de détecter des anomalies de nombre 

(hyperdiploïde ou hypodiploïde) ou de structure (délétion, translocation, inversion…). Une 

formule chromosomique est alors établie selon la nomenclature internationale ISCN 

(International System for Human Cytogenetic Nomenclature). 
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Figure 9 Caryotype illustrant une translocation (9;22) chez un patient atteint de LAL B PHI+ (caryotype : t(9;22)(q34;q11)) 

Cytogénétique moléculaire 

La technique de FISH (Fluorescente in situ Hybridation) est complémentaire du caryotype car 

elle permet de mettre en évidence des anomalies non visibles au caryotype (anomalie dite 

cryptique). Cette technique est basée sur l’appariement d’une sonde couplée à un 

fluorochrome avec des régions chromosomiques données, grâce à la complémentarité des 

bases nucléotidiques, permettant une hybridation spécifique.  

 

Figure 10 Principe de la FISH d’après C. Ozouf-Costas FISH cytogenetics . 
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Ces techniques de cytogénétique sont indispensables car la classification OMS 2016 se base 

sur la présence ou non de ces anomalies.  

Biologie moléculaire  

Dans le cadre des LAL-B, la biologie moléculaire va permettre de mettre en évidence des 

transcrits de fusion tels que le transcrit BCR-ABL ou AF4-MLL. On peut ainsi établir un 

diagnostic mais aussi réaliser un suivi de la maladie par quantification du transcrit.  

Il existe un grand nombre de techniques en biologie moléculaire, la plus ancienne étant la 

RT-PCR (Reverse Transcription Polymérase Chain Reaction)  qui suite à une reverse 

transcription (passage de l’ARN en ADNc) va permettre d’amplifier une séquence 

nucléotidique spécifique.  

La RQ-PCR (« real time quantitative-PCR ») ou  RT-PCR quantitative est une technique qui 

consiste à mesurer la quantité d’ADN polymérisé à chaque cycle (temps réel) grâce à un 

marqueur fluorescent.  

D’autres techniques se sont développées comme la RT-MLPA (« Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification »), elle permet la recherche simultanée d’un grand nombre 

de transcrit de fusion. Cette technique utilise des d’oligonucléotides servant de demi-sonde 

afin de permettre à chacun d’entre eux d’avoir une multitude de partenaires (Figure 11). 

Cela présente un grand intérêt notamment pour les gènes multipartenaires notamment le 

gène MLL.  
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Figure 11 Principe de la RT-MLPA d'après P.Ruminy, Centre Henri Becquerel. 

Enfin l’étude du réarrangement des gènes des chaînes lourdes et légères des 

immunoglobulines et du TCR permet d’affirmer le caractère clonal de la prolifération 

lymphoïde. Après un design d’amorces spécifiques de ces réarrangements, le suivi de la MRD 

pourra s’effectuer grâce à la détection de la clonalité. 
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6. Classification  

6.1. Cytologique  

La classification FAB (Franco-américano-britannique) a été établie en 1976, celle-ci se base 

sur les caractéristiques morphologiques et cytochimiques des cellules blastiques. Le premier 

élément de classification étant la nature myéloïde ou lymphoïde des blastes. Cette 

classification distinguait les LAL à petit lymphoblastes (LAL1), des LAL à grand lymphocytes 

(LAL2) et les LAL de type Burkitt (LAL3) Cette classification n’est plus utilisée aujourd’hui.  

 6.2. Immunologique  

Une classification immunologique des leucémies aiguës a été établie en 1995 par l’EGIL. 

Celle-ci s’effectue par cytométrie en flux et repose sur l’immunophénotypage des cellules 

blastiques.  

Les LAL de la lignée B  sont caractérisées par la positivité de plusieurs marqueurs spécifiques 

de la lignée B présent tout au long de leur maturation, ce sont les marqueurs panB : CD19, 

CD79a et CD22. A l’inverse leur immunophénotype ne doit pas mettre en évidence de 

marqueurs myéloïdes (CD13, CD33, CD117) ou lymphoïde T (CD3). Cependant il arrive dans 

certains cas que le blaste exprime des marqueurs aberrants ou plusieurs phénotypes dans le 

cadre des LAL dites de phénotype mixte selon la classification OMS 2016, entité rare et de 

mauvais pronostic (16).   

Une fois l’assignation du blaste à la lignée B, la classification selon l’EGIL va s’effectuer selon 

la positivité ou non de différents marqueurs qui se succèdent durant la période de 

maturation du lymphoblaste (Tableau 1). 
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Tableau 1 Classification des LAL B selon l'EGIL (17) 

 CD19, c-CD79a CD10 c-IgM s-IgM 

BI (pro-B) + - - - 

BII (commune) + + - - 

BIII (pré-B) + +/- + - 

BIV (B mature)  + +/- +/- + 

 

6.3. Classification OMS   

Cette classification établie par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 1999, révisée 

en 2008 puis en 2016, regroupe les principales anomalies cytogénétiques récurrentes ayant 

un facteur pronostique dans la classification des LAL-B (18). 

Cette classification regroupe les leucémies aiguës, ainsi que les lymphomes 

lymphoblastiques pour lesquels la blastose est inférieure à 20% mais où le syndrome 

tumoral prédomine. Ces deux formes cliniques sont donc assimilés comme une seule entité 

d’un point de vue pronostic et thérapeutique. 

Elle se divise en 2 classes : les LAL-B associées à des anomalies génétiques récurrentes 

(Tableau 2) et les LAL-B non associées à des anomalies génétiques récurrentes. 
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Tableau 2 Classification OMS 2016 des LAL B avec anomalies cytogénétiques récurrentes (18). 

Anomalie cytogénétique 
récurrente 

Anomalie 
moléculaire 

correspondante 

Pronostic Lien avec la classification 
EGIL 

t(9;22)(q34;q11.2) BCR-ABL1 Défavorable Toujours LAL BII 
3% des enfants  

t(v;11q23) 
principalement 

t(4;11)(q21;q23) et 
t(11;19)(q23;p13.3) 

Réarrangement de 
KMT2A (MLL) 

Défavorable 

 

Souvent LAL BI 

8 % des LAL-B de l’enfant 
dont 80 % des LAL-B si 

enfant <1an 

t(12;21)(p13;q22) TEL-AML1 Favorable 

 

Très souvent LAL BII 

25% enfants  

Hyperploïdie Absence Favorable 

 

Très souvent LAL BII 
51 à 65 chromosomes  

25% enfants  

Hypoploïdie Absence Défavorable 23 à 43 chromosomes 

t(5;14)(q31;q32) IL3-IGH (conduisant 
à la surexpression 

d’IL3) 

Défavorable Très rare (<1%)  

t(1;19)(q23;p13.3) TCF3-PBX1 Favorable 

 

Souvent LAL BIII 
5% des enfants  

Amplification 
intrachromosomique sur le 

chromosome 21 :iAMP21* 

Absence Défavorable 2% des enfants (surtout 
avec faible taux de 

leucocytes) 

Translocation impliquant 
des tyrosines kinases ou 
des récepteurs de 
cytokines* 

BCR-ABL1-like* Défavorable 10 à 15 % des enfants  
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*Depuis 2016, la classification OMS intègre iAMP21 et BCR-ABL1-like comme deux nouvelles 
entités provisoires. 

D’autres anomalies cytogénétiques non décrites dans cette classification montrent bien la 

complexité et la diversité dans le mécanisme de leucémogénèse et l’implication d’un grand 

nombre de facteurs génétiques (Figure 12).  

 

Figure 12 Estimation des fréquences des anomalies génétiques dans les LAL de l'enfant (en violet figure les anomalies 
exclusivement reliés aux LAL T) (19) 
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7. Pronostic  

7.1. Facteurs liés à la maladie 

7.1.1. L’âge  

L’âge constitue l’un des facteurs pronostiques principaux dans la LAL. Il est intimement 

corrélé aux facteurs pronostiques liés à la maladie. La LAL de l’enfant est globalement 

considérée comme de meilleur pronostic que celle de l’adulte. Chez l’adulte, plus l’âge au 

diagnostic est élevé, moins le pronostic est favorable. En effet, les patients de plus de 50 ans 

ont un taux de survie à 3 ans de 20%. Chez l’enfant, les LAL survenant avant l’âge de 1 an ont 

un pronostic défavorable (taux de survie sans événement de 45%)(20).  

On considère que les LAL sont de pronostic plus favorable entre 1 et 9 ans. Les LAL de 

l’enfant de plus de 10 ans sont souvent considérées comme à haut risque, du fait de 

caractéristiques qui se rapprochent de celles des adultes (21). A noter que l’âge de survenue 

d’une LAL est étroitement corrélé aux anomalies cytogénétiques ; en effet, les réarrangements 

de KMT2A (défavorables) sont essentiellement retrouvés avant 1 an, la fusion BCR-ABL1 

(défavorable) représente seulement 3% des LAL de l’enfant (30% des LAL de l’adulte) et les 

anomalies de bon pronostic (fusion RUNX1-ETV6 et hyperdiploïdie) sont principalement 

retrouvées entre 1 et 10 ans. 

7.1.2. Le syndrome tumoral  

La présence d’un syndrome tumoral important au diagnostic est un facteur 

pronostique défavorable associé à un risque plus élevé de rechute (22). L’atteinte neuro-

méningée est également considérée comme un facteur pronostic défavorable du fait de la 

plus grande difficulté de diffusion des chimiothérapies et d’un risque augmenté de rechute 

localisée. A chaque diagnostic doit être réalisé une ponction lombaire pour rechercher une 

éventuelle atteinte neuro-méningée qui se définit par la présence d’au moins 5 

leucocytes/mm3 dont au moins un blaste. Ce diagnostic justifiera un schéma thérapeutique 

intensifié.  
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7.1.3. La leucocytose  

La leucocytose initiale constitue un critère initial majeur de pronostic et permet de 

classer le patient dans un groupe de risque. Ainsi on définit le risque standard pour les 

patients avec une LAL B ayant une leucocytose initiale inférieur à 50 G/L. Ceux ayant une 

leucocytose supérieur à 50G/L appartiennent au groupe de haut risque (23). La leucocytose 

est donc un facteur pronostic évoluant de manière proportionnelle à son importance.  

7.1.4. L’immunophénotypage 

La classification entre LAL de la lignée B et T est indispensable sur le plan diagnostic 

mais ne constitue pas un facteur pronostic direct. En revanche on peut tout de même dire 

que les LAL de la lignée T, ont longtemps été considérées comme de moins bon pronostic 

chez l’enfant bien que certaines études récentes ne confirment pas cela (24).  

En revanche, l’expression du CD 10 dans les LAL B est associée à un meilleur pronostic 

(inclusion dans le risque standard) en comparaison des LAL B sans expression du CD 10(25). 

Cependant l’expression du CD 10 ne constitue pas un facteur pronostic indépendant car son 

absence est associée à un réarrangement du gène MLL (26). 

7.1.5. Les anomalies cytogénétiques et moléculaires 

Les anomalies cytogénétiques détectées dans les LAL sont devenues un des éléments 

essentiels de la décision thérapeutique et de la stratification pronostique. En effet il est 

maintenant bien reconnu que ces anomalies cytogénétiques responsables de l’hétérogénéité 

des LAL ont une valeur pronostique indépendante des autres paramètres cliniques et 

biologiques (27).  

La classification des LAL proposée par l’OMS en 2008 (actualisée en 2016)  reflète cette 

importance en tenant compte des résultats de la cytogénétique lors du bilan diagnostic 

(Tableau 2).  
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Anomalies de structure de mauvais pronostic  

Les patients atteints d'une de ces anomalies sont classés à risque élevé dans les 

protocoles et traités avec des thérapies plus intensives. D’une manière générale, la présence 

d’un caryotype complexe (>5 anomalies) est de pronostic défavorable. 

a) Translocation t(9;22)(q34;q11.2) ou chromosome Philadelphie (Ph), fusion BCR-ABL1 

La translocation BCR-ABL1 est rare chez l’enfant avec une prévalence inférieure à 3%. 

Généralement ce sont des LAL-B communes (BII selon l’EGIL avec CD10+) avec l’expression 

d’un ou plusieurs marqueurs myéloïdes aberrants en CMF (CD13 ou CD33) (28). Cette 

translocation entraîne la création d’un gène de fusion impliquant le gène BCR sur le 

chromosome 22 et le gène ABL1 sur le chromosome 9. Le réarrangement BCR-ABL1 conduit 

à une dérégulation de l’activité tyrosine kinase d’ABL1.  

Concernant la LAL B Phi+, le point de cassure du gène BCR sera dans 90% des cas dans la 

région minor Breakpoint Cluster (m-BCR) codant pour une protéine de 190 Kd et ayant des 

propriétés différentes des protéines de fusion que l’on retrouve dans les leucémies 

myéloïdes chroniques. En effet celle-ci stimule davantage la croissance des lignées 

lymphoïdes(29). Pour les 10% restant, la cassure se fera dans la région major Breakpoint 

Cluster M-BCR codant pour une protéine de 210 Kd.  

La cytogénétique de la LAL Ph1 diffère de celle de la LMC non seulement par les points de 

cassure de BCR mais également par la fréquence plus importante des anomalies 

chromosomiques associées au Ph1 : trisomie 8, monosomie 7, trisomie 21, anomalie 9p, 

hyperdiploïdie (30). Ces anomalies additionnelles sont également plus fréquemment 

retrouvées dans les LMC en phase d’acutisation.  

Au niveau moléculaire, les translocations chromosomiques donnent lieu à un réarrangement 

génique avec formation d'un gène hybride et synthèse d'un ARN messager chimérique. Ce 

transcrit chimérique mis en évidence par RT-PCR joue un rôle important : sa quantification 
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représente actuellement un facteur majeur dans le suivi de I ‘évolution de la maladie 

résiduelle dans le cas des LAL Phi+. 

La recherche de cette anomalie est indispensable car elle peut permettre la mise en place 

d’une thérapie ciblée avec un inhibiteur de tyrosine kinase (ITK) comme l’imatinib associé à 

la chimiothérapie conventionnelle. Initialement considérées comme les LAL de pronostic très 

défavorable, l’instauration de ce nouveau traitement a permis une amélioration 

considérable de la survie chez les patients atteint de LAL Phi+(31). 

b) Translocation t(v;11q23), réarrangement MLL 

Ces translocations impliquent le gène MLL (mixed lineage leukemia), renommé 

récemment KMT2A (situé dans la bande chromosomique 11q23) et pour lequel plus de 120 

partenaires ont été jusqu’ici identifiés (32).  

Un réarrangement impliquant MLL est retrouvé dans 8 % des LAL-B de l’enfant avec un pic 

de fréquence chez le nourrisson (dans 80 % des LAL-B survenant avant l’âge de 1an)(28) 

expliquant le moins bon pronostic dans cette catégorie de population.  

Ces LAL ayant un réarrangement MLL n’expriment qu’exceptionnellement le marqueur 

CD10, marqueur très précoce de la différenciation B, démontrant le caractère extrêmement 

précoce du blocage de la différenciation lymphoïde B. Ces LAL sont donc en général de type 

pro-B (BI selon l’EGIL) avec l’expression d’un ou plusieurs marqueurs myéloïdes et 

hyperleucocytaires(33).  

Le pronostic, globalement défavorable, est dépendant de l’âge, et du partenaire du gène 

MLL en particulier très défavorable chez le nourrisson de moins de 6 mois avec une survie à 

5 ans inférieure à 30% (33). 

Seuls de rares événements additionnels ont été identifiés, aussi bien sur le plan 

cytogénétique que moléculaire, suggérant, avec le fait de l’existence de leucémies chez le 
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nourrisson, que les réarrangements MLL seraient un événement initiateur et suffisant dans 

le développement de la leucémie (32). 

c) iAMP21 
 

Il s’agit d’une amplification intrachromosomique du chromosome 21 (iAMP21), anomalie 

rare entraînant une augmentation du nombre de copies (amplification) du gène RUNX1, sur 

ce chromosome 21 que l’on peut détecter en FISH avec une sonde spécifique RUNX1.  

Ces formes sont le plus souvent retrouvées chez le grand enfant (âge médian, 9 ans), dans 

des cas non hyperleucocytaires, Il s’agit d’une nouvelle entité dans la classification OMS 

2016 qui est associé à un pronostic défavorable(34).  

d) Altération du gène IKZF1 (IKAROS)  

Le facteur de transcription IKZF1 intervient tout au long de la différenciation 

hématopoïétique avec un rôle majeur dans la lymphopoïèse. Les altérations de ce gène 

seraient responsables d’un blocage de la maturation lymphoïde ; il est donc directement 

impliqué dans un rôle leucémogène. Il est ainsi indispensable de rechercher une altération 

de ce gène réalisée le plus souvent par RT-MLPA (méthode de référence).  

Parmi les LAL Phi+ de l’adulte, les délétions d’IKZF1 sont très fréquentes (80%) et identifient 

un sous-groupe de patients ayant un pronostic particulièrement péjoratif avec un taux de 

rechute très important. D’autre part, des altérations d’Ikaros (délétions, mutations) ont été 

identifiées dans 10 à 20 % des LAL-B de l’enfant et constituent un facteur pronostic péjoratif 

indépendant avec un risque de rechute ainsi qu’un risque de chimiorésistance augmentés 

(35). 
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e) LAL Ph-like ou BCR-ABL1-like 

Cette entité a été récemment identifiée par son profil d’expression proche de celui des 

LAL Ph positive. Elle représente 10 à 15 % des LAL de l’enfant et 25 % des LAL du jeune 

adulte (36). 

Ainsi elle est associée à un pronostic défavorable mais la possibilité d’utiliser des traitements 

ciblés de type ITK pourrait modifier ce pronostic. En effet, ces LAL ne présentent pas de 

chromosome Philadelphie mais des gènes à activité TK sont activés (ex : CRLF2, EPOR, 

JAK2,PDGFRB) soit par réarrangements  (possibilité de détection par FISH) soit par mutation 

(37).  

f) Translocation t(5;14)(q31;q32), IGH-IL3 

Il s’agit d’une entité rare (<1% des LAL) qui se caractérise par une hyperéosinophilie 

majeure liée à une hyperexpression du gène de l’IL3 (localisé en 5q31), facteur de croissance 

de la lignée éosinophile qui fusionne avec le locus IgH codant les chaines lourdes 

d’immunoglobulines.  

Anomalies de structure de pronostic favorable  

a) translocation t(12;21)(p13;q22) TEL-AML1 (anciennement ETV6-RUNX1)  

Il s’agit de l’anomalie la plus fréquemment retrouvée dans près de 25% des LAL-B de 

l’enfant alors que les cas rapportés chez l’adulte sont plutôt rares (2%). Il s’agit d’une 

translocation cryptique à savoir indétectable au caryotype. Le diagnostic se fait donc par 

biologie moléculaire ou par FISH. Elle est responsable de la fusion des gènes TEL et AML1.  

Elles correspondent à un immunophénotype de LAL-B communes (BII selon l’EGIL) avec un 

marqueur myéloïde CD13 ou CD33 fréquemment associé. Elles sont classiquement associées 

à un pronostic favorable avec des taux de rémission complète supérieurs à 90%, cependant 
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des rechutes tardives existent avec une bonne réponse à la chimiothérapie. La présence 

d’anomalies cytogénétiques ou moléculaires surajoutées ne modifie pas ce bon pronostic 

(38). 

 

b)  t(1;19)(q23;p13.3) TCF3-PBX1 

Elles représentent environ 5% des LAL-B de l’enfant. Il s’agit le plus souvent de LAL BIII 

dont elles représentent 25% des cas. Cette translocation entraîne la fusion des gènes TCF3 et 

PBX1 codant tous deux pour des facteurs de transcription. Il en résulte une protéine de 

fusion dans laquelle le domaine de liaison à l’ADN de TCF3 est remplacé par celui de PBX1 

empêchant ainsi le développement du lymphocyte.  

Le pronostic des LAL associées à cette translocation était initialement mauvais mais depuis 

l’intensification thérapeutique en pédiatrie, le caractère défavorable de cette anomalie 

semble avoir disparu. 

Une autre translocation impliquant TCF3, t(17;19)(q22;p13), a été identifiée dans de très 

rares cas de LAL-B de l’enfant, conduisant à une fusion TCF3-HLF. Il s’agit d’une entité 

associée à une hypercalcémie et/ou à une coagulation intra-vasculaire disséminée au 

diagnostic et à un très mauvais pronostic (39). 

Anomalie de nombre de chromosome (ou anomalie de la ploïdie)  

a) Hyperdiploïdie   

L’entité OMS « hyperdiploïdie » correspond à l’hyperdiploïdie élevée, de 51 à 65 

chromosomes. Elle est retrouvée dans 25% des LAL de l’enfant (absent chez le nourrisson) et 

7 % de celles de l’adulte. Les trisomies observées ne sont pas aléatoires et touchent 

préférentiellement les chromosomes 4, 6, 10, 14, 17, 18 et 21 ainsi que le chromosome X. Le 

pronostic associé à cette hyperdiploïdie est très favorable avec, chez l’enfant, un taux de 
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guérison supérieur à 90%. La sensibilité particulière des blastes de cette entité au 

méthotrexate est l’une des explications de ce bon pronostic (40).  

 

b) Hypodiploïdie 

L’OMS considère l’hypodiploïdie à partir de 43 chromosomes car elle est associée à un 

pronostic très défavorable, alors que l’hypodiploïdie 44-45 chromosomes n’a pas de valeur 

pronostique. L’hypodiploïdie de 23 à 43 chromosomes est rare, concernant de 1 à 5 % des 

patients enfants et adultes. On distingue la quasi-haploïdie (23 à 29 chromosomes) et 

l’hypodiploïdie sévère (30-39 chromosomes), toutes deux de pronostic très défavorable. Les 

profils chromosomiques ne sont pas aléatoires : la monosomie 7 est constante dans ce 

groupe (41). 

7.2. Facteurs liés au traitement 

 

7.2.1. La corticosensibilité/corticorésistance 

La corticosensibilité est définie par une blastose circulante inférieur à 1 G/L après une 

semaine de corticothérapie et une injection intrathécale de méthotrexate seul. A l’inverse, la 

corticorésistance, de mauvais pronostic, est définie par un taux de blastes sanguins 

supérieur à 1 G/L à J8. 

7.2.2. La chimiosensibilité/chimiorésistance 

La chimiosensibilité, mesurant l’efficacité précoce du traitement, est un facteur 

pronostique du taux de rechute à court et à long terme. Son évaluation se fait sur la 

quantification du taux de blastes médullaires après 21 jours de traitement. Les patients 

ayant moins de 5% de blastes médullaires sont considérés comme chimiosensibles, tandis 

que les patients ayant plus de 5% de blastes sont chimiorésistants. Néanmoins, cet examen 

cytologique précoce reste peu sensible et peut s’avérer difficilement interprétable (moelle 

de richesse variable, présence de blastes de régénération).  
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7.2.3. La maladie résiduelle (MRD)  

La maladie résiduelle est un outil incontournable pour l’évaluation pronostic.  Elle 

permet de quantifier le nombre de cellules blastiques persistantes avec une meilleure 

sensibilité que l’examen cytologique. Pour cela 2 méthodes peuvent être utilisées à savoir la  

biologie moléculaire (RQ-PCR temps réel) et la cytométrie en flux qui seront décrites par la 

suite. 

Le but est d’évaluer l’efficacité du traitement, si la rémission est complète ou non afin 

d’anticiper de façon précoce une rechute pour adapter rapidement la prise en charge. Ainsi 

de nombreuses études ont mis en évidence une corrélation significative entre le niveau de 

MRD et l’évolution clinique du patient (42)-(43). De même, il a été démontré que le taux de 

survie était significativement corrélé au taux de MRD obtenue : plus la MRD était faible (ou 

indétectable) plus les chances de survie étaient grandes (44)(Figure 13).  

 

Figure 13 Taux de survie en fonction du taux de MRD obtenue après induction (44) 
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7.2.4. Le traitement  

L’évolution des protocoles et l’amélioration de la prise en charge a permis une 

amélioration nette de la survie passant de 10 à 90% en 50ans. 

Bien que le traitement dépende de nombreux paramètres, le schéma général comprend 5 

étapes principales :  

Une préphase par administration de corticoïdes durant 8 à 10 jours permettant de juger de 

la corticosensibilité ou non et qui va avoir pour effet de diminuer la masse tumorale. 

L’induction visant à obtenir une rémission complète initiale qui consiste en l’administration 

d’une chimiothérapie pendant 2 à 4 semaines durant laquelle sont administrés 

généralement une anthracycline, (par exemple : daunorubicine), un alcaloïde de la 

pervenche (par exemple : vincristine), de la L-asparaginase et/ou cyclophosphamide et un 

corticoïde. Cette phase permet d’évaluer la chimiosensibilité des blastes, et d’évaluer la 

maladie résiduelle présente en post-induction, élément pronostic capital qui va orienter la 

suite du traitement : l’intensité du traitement et une éventuelle greffe de CSH. En cas 

d’échec du traitement d’induction, une chimiothérapie de rattrapage pourra être effectuée. 

Une phase de consolidation de 2 à 3 mois où sont introduits d’autres molécules afin d’éviter 

l’émergence d’un clone leucémique résistant. Son but est d’éliminer les cellules blastiques 

résiduelles et donc de prévenir la rechute. Classiquement il s’agit de fortes doses de 

méthotrexate et de cytarabine et L-asparaginase.  

Une à deux phases d’intensification retardées, qui correspondent à une seconde phase 

d’induction. Elle consiste à reprendre une chimiothérapie intensive en reprenant les 

molécules utilisées pendant les phases d’induction et consolidation.   
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Un traitement d’entretien de 18 à 24 mois qui repose sur l’association orale de 6-

mercaptopurine (6-MP) quotidienne et de méthotrexate hebdomadaire, à laquelle peuvent 

s’associer des cures de chimiothérapie intermittentes de vincristine et de corticoïdes.  

Parallèlement, un traitement prophylactique des atteintes méningées est réalisé par des 

injections intrathécales de méthotrexate et/ou une irradiation cérébrale.  

Par ailleurs, ces traitements peuvent éventuellement être complétés d’une allogreffe de cellules 

souches hématopoïétiques selon le pronostic de la maladie, l’évaluation de la maladie résiduelle 

et la capacité du patient à en supporter la forte toxicité. 

Ces dernières années, la mise en évidence d’anomalies chromosomiques impliquant des 

gènes de tyrosines kinases, BCR-ABL1 ou BCR-ABL1-like, permet de traiter les patients 

jusqu’alors difficiles à soigner. Le traitement repose sur l’administration de thérapies ciblées 

telles que des inhibiteurs de tyrosine kinases : l’imatinib ou le dasatinib en cas de transcrit de 

type BCR-ABL1 ou le ruxolitinib en cas de mutation JAK2, en association à la chimiothérapie 

conventionelle.  
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IV. La maladie résiduelle  

 

1.  Définition et concept 

L’objectif du traitement de la leucémie est d’éradiquer l’ensemble des cellules 

blastiques afin d’obtenir une rémission complète (RC) et sans rechute.  

La rémission cytologique complète se définie par la présence de moins de 5% de blastes 

leucémiques sur le myélogramme et l’absence de leucémie extramédullaire. Elle est le reflet 

d’une diminution du nombre de cellules leucémiques  correspondant au passage de 1012 ou plus 

de cellules au diagnostic à 1010 ou moins en post induction (Figure 14). Ainsi lorsque le patient 

est en RC, il peut persister jusqu’à 109 à 1010 cellules tumorales sans qu’elles ne soient visibles en 

cytologie.  
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Figure 14 Evaluation schématique de la masse tumorale en fonction de la réponse au traitement (45) 

Devant la faible sensibilité des techniques cytologiques, il a été nécessaire de développer 

une analyse beaucoup plus sensible : la Minimal Residual Disease (MRD).  

La MRD est ainsi définie comme la persistance d’un contingent de cellules leucémiques 

ayant survécu à la chimiothérapie et présentes en nombre inférieur au seuil de détection des 

méthodes de cytologie classique.  

Ainsi les objectifs de l’évaluation de la maladie résiduelle seront d’évaluer individuellement 

l’efficacité du traitement,  de prédire l’évolution ultérieure de la maladie et ainsi d’adapter la 

stratégie thérapeutique.  

 

 
 
 



64 
 

2.  Intérêt clinique 

La majorité des patients obtiennent une rémission complète suite à la chimiothérapie 

d’induction mais 20 à 30% des enfants atteint de LAL vont rechuter. Les rechutes sont liées à 

la persistance de cellules leucémiques qui peut s’expliquer par le fait que certaines de ces 

cellules ont subi des altérations moléculaires lors de l’introduction de la chimiothérapie. 

L’autre possibilité pouvant expliquer la rechute étant la résistance intrinsèque de certaines 

cellules, en effet il peut exister une hétérogénéité phénotypique importante d’un ou 

plusieurs sous-clones leucémiques. L’évaluation de la MRD  est donc indispensable dans le 

but de prédire le risque de rechute précoce.  

De nombreux facteurs pronostics tels que l’âge, la leucocytose et plus récemment les 

anomalies cytogénétiques/moléculaires  ont été utilisés pour établir des groupes de risque 

(faible, intermédiaire, haut) afin d’adapter la thérapeutique mais aucun d’entre eux ne 

prend en compte le risque individuel (données pharmacogénétiques, données 

pharmacodynamiques de l’hôte,  réponse immune vis-à-vis des cellules cancéreuses…).  

Ainsi la MRD est un outil de bonne sensibilité pour l’évaluation du pronostic individuel de 

chaque patient. En effet de nombreuses études ont montré que le niveau de MRD étaient 

significativement corrélé avec le risque de rechute précoce (46)-(47) (Figure 15). Une MRD 

positive est donc un facteur de mauvais pronostic et  un facteur prédictif de rechute tandis 

qu’une MRD non détectable est prédictif d’un meilleur taux de survie (48). La MRD constitue 

un facteur pronostic permettant d’identifier des sous-groupes de patients au sein des 

groupes constitués en fonctions des facteurs pré-thérapeutiques conventionnels au moins 

pour les LAL non PHI (42). En effet, une LAL de risque standard présentant une MRD positive 

sera considéré à haut risque ou à l’inverse, une LAL de haut risque initiale avec une MRD 

négative aura un risque de rechute faible. Cela démontre le fait que la MRD est un facteur 

pronostic puissant et indépendant des autres paramètres. 
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Figure 15 Incidence cumulée des rechutes selon les taux de MRD chez des enfants atteints de LALB en post induction (49) 

La MRD peut être évaluée à différentes périodes du traitement pour lequel l’intérêt clinique 

sera différent :  

 En post-induction, elle permet d’apprécier la réponse thérapeutique précoce et 

d’améliorer la survie globale des patients en ajustant leur traitement. Ainsi les 

patients avec une MRD positive auront une intensification de leur schéma 

thérapeutique : dose de chimiothérapie plus importante ou plus fréquente, molécule 

plus puissante afin d’éviter les rechutes (50). 

 Durant les phases de consolidation et d’entretien, elle permet de détecter les rechutes 

de manière précoce. 

 En pré-greffe, elle permet de choisir le moment idéal pour effectuer la transplantation 

car c’est un facteur prédictif très important de l’issue de la greffe. La valeur de cette 

MRD a un impact pronostic important en terme de survie, les patients avec une MRD 

pré-greffe positive ayant un risque plus important de rechute. En conséquence, des 

lignes supplémentaires de chimiothérapie peuvent être entreprises afin de réduire au 

maximum le taux de MRD avant la greffe(51). 

 En post-greffe, elle permettra de juger de l’efficacité de la transplantation et d’évaluer 

le risque de rechute, car le niveau de MRD en post greffe est corrélé de manière 

significative avec le risque de rechute (52).  
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3. Méthode de détection de la MRD  

L’objectif de l’évaluation de la MRD va être d’identifier une population blastique 

présente en faible quantité, pour cela il va falloir mettre en évidence des caractéristiques 

spécifiques de la cellule tumorale présentes au diagnostic et qui perdurent après la mise en 

place du traitement de façon à pouvoir les suivre aux différents points de traitement. La 

technique de MRD doit répondre à différents paramètres techniques :   

 Une bonne sensibilité d’au moins 10-4 (au moins une cellule détectable parmi 10 000 

cellules normales).  

 Une bonne spécificité vis-à-vis du clone tumorale afin d’éviter les faux positifs. 

 Une utilisation applicable chez le plus grand nombre des cas.  

 Une bonne stabilité dans le temps, ce marqueur doit être présent à la rechute afin 

d’éviter les faux-négatifs. 

 Une quantification possible et précise. 

 Une bonne reproductibilité inter-laboratoire pour permettre la réalisation d’essai 

multi-centrique. 

 Un délai de rendu de résultat rapide pour permettre une prise en charge clinique 

adaptée. 

Le choix de la technique va dépendre du type de LA et des marqueurs de suivi possible de la 

maladie.  

 

3.1. La cytométrie en flux  

L’immunophénotypage cellulaire par cytométrie en flux (CMF) est indispensable dans 

le diagnostic des leucémies aiguës car celui-ci contribue à la caractérisation précise du clone 

leucémique en déterminant l’appartenance à une lignée cellulaire et en décrivant son stade 

de maturation. Celui-ci est également utilisé pour le suivi de la maladie, il est basé sur 

l’identification d’un profil immunophénotypique exprimé par les cellules leucémiques 

différent de celui des cellules normales. 
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3.2.1. Principe de fonctionnement d’un cytomètre en flux 

La cytométrie en flux permet d’effectuer une analyse multiparamétrique de cellules 

individualisées, en fonction de ses propriétés physiques (taille et structure) et des antigènes 

présents à leur surface ou dans leur cytoplasme.  

Le fonctionnement d’un cytomètre en flux est basé sur la combinaison de trois systèmes :  

 la fluidique : ce système de distribution de l’échantillon va entrainer les cellules 

contenues dans l’échantillon et permettre un flux unicellulaire au niveau des lasers  

 l’optique : de la source d’émission à la récupération des signaux lumineux. 

 l’électronique : conversion des signaux optiques en signaux électriques proportionnels, 

puis l’informatique pour les numériser et en faire une analyse sur ordinateur. 

Le système de distribution de l’échantillon consiste en un système de fluide sous pression, 

qui a pour but de diriger l’échantillon (cellules ou particules), dans un flux et un courant 

soigneusement contrôlé, qui coupe un faisceau laser. Les cellules vont défiler une par une 

devant le faisceau grâce au principe de focalisation hydrodynamique. Pour réaliser ce flux, 

une pression est appliquée sur le liquide de gaine et sur l’échantillon. Le liquide de la gaine 

subit une accélération progressive ce qui entraîne un étirement du liquide de l’échantillon et 

ainsi l’alignement des cellules au centre du jet pour permettre le défilement rapide et 

centrée des cellules dans le flux (53). 

Le système optique intervient à deux niveaux : l’excitation et l’émission. L’excitation se fait à 

partir de lasers associés à des lentilles permettant de focaliser le faisceau sur le flux 

cellulaire. Les lasers présentent la propriété d’être puissant, stable, et monochromatique 

(émet à une seule longueur d’onde). La présence de plusieurs lasers permet de multiplier le 

nombre de fluorochromes aux caractéristiques spectrales différentes. 
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Lorsque les cellules circulant dans la veine liquide sont frappées par le faisceau laser, elles 

émettent des signaux lumineux qui vont permettre l’analyse de différents paramètres :  

 
 

a)  La taille de la cellule ou FSC « Forward Scatter Channel »  

La diffusion dépend des propriétés physiques de la cellule : taille et complexité de sa 

structure interne (membrane cellulaire, noyau, granulations). Une partie de la lumière est 

diffusée dans l’axe du laser, on parle de diffusion aux petits angles ou «FSC » qui est 

proportionnelle à la taille de la cellule  

b)  La structure de la cellule ou SSC « Side Scatter Channel » 

Le faisceau laser traverse la cellule et subit des phénomènes de réflexion et de réfraction 

à chaque interface intracellulaire (membrane nucléaire, organites, …). On parle de diffusion 

aux grands angles ou SSC. Le signal est proportionnel à la complexité du contenu cellulaire 

ou « granulosité ». Il donne des indications sur la structure interne des cellules analysées.  

La taille et la structure de la cellule sont deux paramètres analysés liés aux propriétés 

optiques intrinsèques des cellules et sont indépendants des anticorps utilisés. Ils vont 

permettre de réaliser un fenêtrage sur la population cellulaire d’intérêt appelé « gating ». 
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Figure 16 Représentation schématique d'un cytomètre d'après V. Fraisier Spencer Brown ISV. 

c)  La fluorescence 

En cytométrie, le phénomène de fluorescence est utilisé pour distinguer les différentes 

sous-populations cellulaires. Ces populations sont caractérisées par des marqueurs 

antigéniques de surface ou intracellulaires, reconnus par des anticorps monoclonaux couplés 

à des fluorochromes. La quantité de fluorescence émise par la cellule est proportionnelle à la 

quantité de fluorochromes portée par la cellule analysée et donc du nombre de sites 

antigéniques. La fluorescence émise est mesurée perpendiculairement à l’axe du faisceau 

excitateur, comme le SSC.  

Les fluorochromes sont des substances capables, quand elles reçoivent un rayonnement 

incident d'une certaine longueur d'onde (la longueur d’onde d’excitation), d’absorber cette 

lumière incidente (on parle de spectre d’absorption, propre à chaque molécule) et de 

réémettre une radiation de longueur d'onde supérieure (longueur d’onde d’émission) lors du 

retour à l’état de repos (état fondamental). C’est cette transition de niveau énergétique 
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qu’on appelle la fluorescence.  Les différentes longueurs d’onde émises par un fluorochrome 

constituent son spectre d’émission.  

Ainsi le fluorochrome est définis par sa longueur d’onde d’excitation qui doit correspondre à 

la longueur d’onde d’émission du laser et par son spectre d’émission qui doit pouvoir être 

détecté par les photomultiplicateurs. Il est donc possible d’utiliser simultanément plusieurs 

fluorochromes si les longueurs d'onde d'émission sont suffisamment différentes.  

Méthode de détection  

Les signaux lumineux émis sont collectés et convertis en signaux électriques par des 

photomultiplicateurs ou une photodiode. Le SSC et la fluorescence sont dirigés vers des 

photomultiplicateurs (PMT), perpendiculairement au faisceau excitateur, tandis qu’une 

photodiode collecte le FSC dans l’axe du faisceau. L’ensemble de ces signaux ont subi au 

préalable une sélection en étant dirigé vers les détecteurs appropriés via un système de 

miroirs dichroïques et de filtres optiques. La spécificité d’un détecteur pour un fluorochrome 

est ainsi obtenue via ces filtres, placés devant le PMT, qui n’autorisent le passage que d’une 

étroite bande de longueurs d’onde.  

Lorsque les photons atteignent le PMT ils sont convertis en un nombre proportionnel 

d’électrons, qui sont multipliés pour générer un courant électrique plus important. Ce 

courant est ensuite amplifié de manière linéaire de façon à être compris entre 0 et 10V. Pour 

qu’il y ait traitement du signal par l’électronique, on définit un seuil ou « threshold », de 

manière à ce que seuls les signaux d’intensité suffisante (supérieure au seuil) soient analysés 

permettant ainsi d’éliminer les débris (53). 

Les signaux électriques qui dépassent ce seuil de discrimination sont converties en valeurs 

numériques proportionnelles grâce au convertisseur analogique-digital. A chaque valeur 

numérique correspond un canal dont le compteur est incrémenté du nombre d’évènements 

produisant un signal d’intensité identique. Le tracé du nombre d’évènements par canal est 

appelé histogramme monoparamétrique.  
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Les histogrammes obtenus représentent l’ensemble des évènements acquis : les leucocytes 

mais aussi les débris, les plaquettes et les globules rouges mal lysés. Pour s’affranchir de ces 

derniers et ne considérer que les leucocytes, on réalise un conditionnement sur ces cellules 

en les entourant d’une fenêtre : on parle de fenêtrage ou «gating». Cela permet d’éliminer 

les autres populations et évite les interférences éventuelles. Il faut ensuite individualiser les 

différentes sous-populations leucocytaires à l’aide des paramètres taille, structure et 

fluorescence. 

3.2.2.  Applications à l’évaluation de la maladie résiduelle  

La recherche de la maladie résiduelle en cytométrie en flux repose sur l’identification et 

la quantification de cellules qui vont présenter le même immunophénotype que les blastes 

du diagnostic. Il n’existe pas de marqueur antigénique spécifique des cellules leucémiques 

en revanche, elles expriment de façon aberrante certains marqueurs, créant ainsi un 

immunophénotype aberrant spécifique du clone leucémique. Ces immunophénotypes 

aberrants sont retrouvés dans la littérature sous le terme de « Leukemia-associated aberrant 

immunophenotypes » (LAIP) ou Leukemia-associated phenotypes » ou LAP (54). On distingue 

différents sous-types de LAIP :  

 Le niveau d’intensité d’expression de marqueurs antigéniques peut différer par 

rapport à l’expression physiologique d’un antigène : par exemple, les CD10, CD58, 

CD123 peuvent être surexprimés par les lymphoblastes B et les CD45, CD38, CD81 

peuvent avoir une expression diminuée.  

 L’asynchronisme d’expression d’antigènes : certains marqueurs ne sont exprimés qu'à 

un stade de différenciation pendant le développement cellulaire normal. Exemple : 

co-expression du CD34 en tant que marqueur d’immaturité, avec le CD20, marqueur 

de maturité du lymphocyte.  

 L’infidélité de lignée : elle correspond à l’expression concomitante de marqueurs 

associés physiologiquement à des lignées différentes par exemple, un blaste 

lymphoïde présentant des marqueurs myéloïdes tels que le CD13 ou le CD33.  

 La perte d’expression totale d’un marqueur antigénique, on parle de trou 

phénotypique tel que la perte du CD33 sur les blastes myéloïdes 



72 
 

 La modification des paramètres morphométriques (graphe taille structure aberrant)  

Pour déterminer ces LAIP, il faut recourir à une analyse multiparamétrique de la population 

blastique afin d’associer les anomalies rencontrées pour identifier avec une meilleure 

fiabilité la population blastique.  

Utiliser cette approche pour suivre la MRD requiert la connaissance de l’expression des 

différents antigènes des cellules normales à chaque stade de maturation mais aussi pendant 

une chimiothérapie ou encore lors de la phase de régénération médullaire. D’autant plus, 

que ces LAIP peuvent être présent dans une moelle normale mais en quantité très faible. Il 

convient donc de définir des seuils pathologiques pour chaque type de LAIP.  

La recherche de la maladie résiduelle repose donc  sur l’identification d’un groupe de cellules 

présentant les mêmes LAIP que les blastes du diagnostic : elle consiste à définir le nombre 

de cellules résiduelles présentant le LAIP parmi les cellules totales (cellules CD45 positives). 

Sa sensibilité dépendra du nombre de cellules disponibles pour l’analyse, elle est en générale 

aux alentours de 10-4 (55).  

 

3.2.3. Limites de la technique  

La CMF permet une analyse quantitative rapide pouvant analyser jusqu’à 10 000 

cellules par seconde mais avec une moyenne de 2000 cellules par seconde soit un temps 

d’analyse moyen compris entre 15 à 20 minutes et avec une sensibilité aux alentours de 10-3 

et 10-5.  
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Il s’agit d’une analyse multiparamétrique qui doit faire face à différentes difficultés :  

Identification : problème de spécificité  

 Le choix des fluorochromes : ils doivent être sélectionnés individuellement sur la base 

de leurs caractéristiques propres, mais aussi de leur compatibilité avec les autres 

marqueurs et avec l’instrument utilisé (longueur d’onde d’émission du laser). En effet 

il faudra éviter au mieux le phénomène de chevauchement spectral car un 

chevauchement spectral se produit lorsque le signal lumineux émit part un 

fluorochrome déborde dans le canal de détection qui est sensé enregistrer le signal 

émis par un autre fluorochrome. Ceci produit parfois une fausse réponse positive. 

Bien qu’il soit possible d’éliminer de tels résultats en supprimant le signal 

électroniquement (selon un procédé appelé compensation), il est recommandé de 

l’éviter et/ou le minimiser.  Cela implique un choix de fluorochromes ayant des 

spectres d’émission les plus fins possibles et les plus éloignés les uns des autres. 

L’autre élément important dans le choix des fluorochromes est l’indice de coloration 

(ou rendement quantique de fluorescence) : il est préférable d’utiliser un 

fluorochrome avec un indice de coloration faible pour mesurer des paramètres à 

concentration élevée et un fluorochrome avec un indice de coloration élevé pour 

mesurer des paramètres à concentration faible (56).  

 LAIP insuffisamment informatifs : les blastes peuvent présenter un phénotype proche 

des hématogones. Si tel est le cas il sera très difficile de les différencier et donc de 

déterminer si le patient rechute ou s’il s’agit d’un processus physiologique.  

 Modulations antigéniques : il est possible qu’une partie des blastes après un 

traitement d’induction par exemple, subissent une modification de leur 

immunophénotype initiale rendant le suivi plus difficile (switch phénotypique)(57).  

 Hétérogénéité phénotypique/ clonale de la tumeur : la chimiothérapie peut provoquer 

l’émergence d’un sous-clone résistant au traitement et non visible au diagnostic 

initial.  
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Quantification : problème de sensibilité  

 Qualité du prélèvement : la fiabilité de la réponse va être directement 

dépendante de la sensibilité obtenue et donc de la richesse du prélèvement. En 

effet lors de la réalisation du myélogramme, il est important de ne pas prélever 

une trop grande quantité car il y a un risque d’obtenir un prélèvement hémodilué 

et donc moins représentatif de la composition médullaire.  L’autre point 

important va être le délai pré-analytique qui doit être le plus faible possible car 

l’analyse est réalisée sur des cellules dont le temps de viabilité dans le tube  reste 

faible. 

 Nombres d’évènements acquis  peut être insuffisant : pour affirmer la présence 

d’une population, il faut un minimum de 20 évènements acquis,  ce qui signifie 

que pour atteindre une sensibilité de 10-5 il faut analyser un minimum de 2 

millions de cellules. 

 

Réglages du cytomètre :  

La qualité de l’analyse est directement dépendante des réglages de l’automate (exemple : 

voltages des PMT). Les lasers sont relativement fragiles et les systèmes fluidiques sont 

exposés au bouchage et à l’instabilité du flux : la maintenance de ces appareils est 

indispensable.  
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3.2. La biologie moléculaire  

L’identification des cellules leucémiques en biologie moléculaire repose sur la mise en 

évidence d’une propriété intrinsèque au clone leucémique. Il s’agit d’une signature 

nucléotidique qui les différencie des cellules normales permettant ainsi de suivre en MRD ce 

clone. On distingue trois principales catégories :  

 Le réarrangement clonal des gènes codant des récepteurs aux antigènes 

 Les points de cassure des sites de translocation et les transcrits de ces gènes de 

fusion. Exemple : suivi des LA Phi+ avec le transcrit de fusion BCR-ABL par  RQ-

PCR  

 Les gènes mutés ou exprimés de façon aberrante. Exemple : suivi par RQ-PCR  du 

gène NPM1 dans les LAM.  

3.3.1 Evaluation de la MRD par étude des réarrangements des 
gènes codant pour les TCR et les immunoglobulines  

Les gènes IGH et TCR sont constitués de groupes de segments V, D et J qui subiront 

des réarrangements lors de la phase précoce de différenciation lymphoïde comme nous 

l’avons vu précédemment. Ce phénomène de recombinaison aléatoire implique des 

délétions ou insertions de nucléotides, créant un segment génique unique, propre à une 

cellule lymphocytaire et à ses «descendants ». 

Les différentes combinaisons VDJ obtenues créent chez l’individu sain une population 

lymphocytaire polyclonale.  

Les lymphoblastes retrouvés dans les LAL B dérivent de la transformation clonale d’un même 

précurseur lymphoïde, ainsi ils présenteront les mêmes réarrangements de gènes, 

permettant d’affirmer la clonalité de la population. Ainsi il est nécessaire de mettre en 

évidence la clonalité d’une population blastique et  de caractériser les réarrangements pour 

pouvoir suivre ce clone aux différents points de traitement.  Les réarrangements impliquant  
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les gènes IGH ou TCR surviennent chez plus de 90 % de patients atteints de LAL B (58) ce qui 

en fait une méthode applicable au plus grand nombre. 

L’analyse par PCR des gènes codant les Ig et le TCR permet de détecter 1 cellule leucémique 

parmi 10 000 à 100 000 cellules normales, soit une sensibilité de 10-4
 à 10-5. L’amplification 

par PCR en temps réel des gènes des Ig et des TCR est une méthode fiable et précise pour 

mesurer la MRD. En effet, chaque cellule n’ayant qu’une copie du gène réarrangé, les 

produits de PCR sont donc directement proportionnels au nombre de cellules leucémiques. 

Ce système utilise une amorce et une sonde TaqMan situées sur les régions constantes des 

segments V et une amorce allèle spécifique (ASO) complémentaire de la région jonctionnelle 

des réarrangements V(D)J (région CDR3). La mesure de la fluorescence, proportionnelle à la 

quantité d’amplicons générés à chaque cycle de PCR, permet la quantification du nombre de 

cibles initiales dans l’échantillon. L’analyseur de fragment permet de visualiser les amplicons 

sous forme de pics d’intensité de fluorescence. 

Une fois le réarrangement identifié, des amorces et une sonde spécifique du réarrangement 

sont « designées » pour le suivi de maladie résiduelle en PCR quantitative en temps Taqman. 

Le système Taqman « designé » est testé, toujours sur le prélèvement du diagnostic, pour 

voir s’il est bien spécifique de la LAL et testé également sur un témoin négatif  qui est un 

pool de lymphocytes polyclonaux sanguins de sujets sains. Les résultats de quantification par 

PCR en temps réel des points de suivi sont interprétés en fonction d'une droite d'étalonnage 

établie à partir d’une gamme de dilutions d'ADN génomique extrait de la moelle du 

diagnostic contenant un nombre connu de copies de la cible clonée.  

Le seuil de sensibilité est déterminé comme étant la dernière dilution qui donne un signal de 

fluorescence spécifique, il varie d’un patient à un autre en fonction de l’ADN de départ (59). 

L’une des difficultés rencontrées peut être la présence de clones mineurs présents au 

diagnostic sans avoir été détectés et devenant prédominants au cours de l’évolution de la 

maladie. Ces clones émergents n’étant pas « designés », ils ne sont pas recherchés lors du 

suivi de la MRD, et des résultats faussement négatifs pourront être rendus. Pour ces raisons, 
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il est recommandé d’utiliser plusieurs sondes permettant la détection de plusieurs 

réarrangements au diagnostic (60). Outre le problème de sous-clone, il existe aussi le 

phénomène d’instabilité clonal, à savoir qu’un nouveau clone issue du clone initial se 

développe lors des rechutes et qui peut s’expliquer par l’influence de la chimiothérapie sur 

les régions de l’Ig ou du TCR.  
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4. Points de suivi de la MRD 
 

Nous nous intéressons aux deux principaux protocoles thérapeutiques au moment de 

l’étude : le protocole FRALLE puis le protocole CAALL. 

4.1. Protocole FRALLE  

4.1.1. FRALLE A 

 

 

Figure 17 Critères d'inclusion/exclusion au protocole FRALLE A (2003) 
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Il n’y a pas d’indication de greffe dans ce sous-groupe, sauf en cas de chimiorésistance 

avérée. On distingue 3 sous-groupe A :  

 Groupe A1 : patients bons répondeurs avec une moelle de type M1 (chimiosensible ou 

moins de 5% de blastes médullaires à J21) 

 Groupe A2 : chimiorésistants avec une moelle de type M2 (entre 5 et 25% de blastes à 

J21)  l’ajout d’anthracyclines lors de la fin de l’induction est alors systématique. 

 Groupe A3 : chimiorésistants avec une moelle de type M3 (plus de 25% de blastes à 

J21) L’usage des anthracyclines est alors systématique pendant l’induction, et le 

traitement est intensifié. 

Un patient avec une MRD1 en post induction entre J35 et J42 supérieur ou égale à 10-2 sera 

systématiquement rattaché secondairement au groupe A3 quel que soit son groupe 

d’origine. Les patients du groupe A2 dès le résultat connu de l'étude de la MRD1 sont 

secondairement rattachés : soit au groupe A1 en cas d'absence de MRD à J35-J42, soit au 

groupe A3 en cas de présence d'une MRD élevée à J35-J42 (> 10-2). 

Une seconde évaluation de la MRD (MRD2) sera effectuée à J21/29 de la consolidation 

seulement pour les patients du groupe A3, avant le VEDA (Vincristine, Etoposide, 

Dexaméthasone, Aracytine). Et un 3ème point de suivi (MRD3) sera effectué à J1 de 

l’intensification.  

Ces patients présentant une persistance de la MRD2 ou 3 (>10-2) faisaient l’objet d’une 

discussion par le comité de pilotage du Protocole.  
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Figure 18 Protocole thérapeutique FRALLE A 
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4.1.2. FRALLE B 

 

 
 

 

Figure 19 Critères d'inclusion/exclusion au protocole FRALLE B (2003) 

 

Il n’y a pas de subdivision du groupe B lors de l’induction qui est commune. Ce groupe se 

subdivisera à J21 en groupes B1 et B2 en fonction des critères présentés ci-dessous (Figure 

20). 
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Figure 20 Critères d'inclusion B1/B2 du protocole FRALLE B (2003) 

Dans le protocole FRALLE B, les points de suivi sont les suivant :  

 MRD1 en post induction entre J35 et J42 les patients ayant une maladie résiduelle 

élevée (> 10-2) sont rattachés au groupe B2 secondairement 

 MRD2 à J29 de la consolidation pour le groupe B1 : si > 10-2 : passage en groupe B2 

 MRD3 au début de l’intensification n°1 

Dans l’ensemble du groupe FRALLE, la MRD1 est décisionnelle pour inclure les patients dans 

les groupes A3 ou B2, qui bénéficieront d’une chimiothérapie plus agressive. 
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Figure 21 Protocole thérapeutique FRALLE B 
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4.2. Protocole CAALL  

Celui-ci a remplacé le protocole FRALLE et les premiers patients au CHU de Rouen ont été 

inclus en 2016. Il se divise en 3 sous-groupes : standard risk (SR) , medium risk (MR), high ou 

very high risk (HR ou VHR). Les critères d’inclusion/exclusion comprennent davantage de 

données cytogénétiques et/ou moléculaires (Tableau 3).  

Tableau 3 Critères inclusifs du protocole CAALL-F01 

Groupe SR Groupe MR Groupe HR/VHR 

 1 à 10 ans et GB < 50 G/L  Corticosensibilité à J8 
pour les patients du 
groupe HR 

 Corticorésistance à J8 
pour les patients du 
groupe SR 

 

 Sans : Ph1 ou bcr-abl, 

iAMP21, réarrangement 
MLL, hypodiploïdie (< 
44CH), monosomie 7, 
t(1 ;19) ou TCF3-PBX1, 
t(17 ;19)/ TCF3-HLF 

 t(1 ; 19)/ TCF3-PBX1 

 Monosomie 7 

 Réarrangement du gène 
MLL 

 Hypodiploïde  (<44 CH) 

 iAMP21 

 t(17;19)/ TCF3-HLF 

 Absence 
d’envahissement 
testiculaire du système 
nerveux central 

 Corticosensibilité à J8 

 Envahissement 
testiculaire 

 Absence 
d’envahissement du 
système nerveux central 

 

 Envahissement du 
système nerveux central 
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Figure 22 Stratification après traitement d'induction (TP1) et consolidation (TP2) selon le protocole CAALL-F01 

 

Les patients MR/HR présentant un échec de l’induction confirmée par une MRD-TP1 ≥5 x10-2 

passent en VHR. 

Les indications à l’allogreffe sont les suivantes :  

 Hypodiploïde < 40 chromosomes, t (17;19)/E2A-HLF, réarrangement MLL 

 Groupe MR/HR avec échec de l’induction : MRD-TP1 ≥ 5x 10-2 

 MRD-TP2 ≥ 10-3  

 

 

La stratification des groupes prend en compte 2 autres paramètres : la délétion ou non 

d’IKAROS ainsi que l’évaluation de la MRD au temps 1 (TP1) (entre J35 et J42 après induction) 

et au temps 2 (TP2) (entre J65 et J100 après consolidation, variable selon le groupe de 

risque).  
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V.  OBJECTIFS DE L’ETUDE  
 

L’évaluation de la maladie résiduelle est un outil devenu indispensable dans la prise en 

charge des hémopathies. C’est un facteur d’évaluation indépendant et prédictif de la 

réponse au traitement qui va impacter la décision thérapeutique de chaque patient. Les 

techniques mises en place doivent donc répondre à des exigences en termes de sensibilité, 

de spécificité et de rapidité de rendus de résultats. 

Cette étude porte sur le suivi de la maladie résiduelle chez des enfants atteints de LAL B. Il 

s’agit d’une étude rétrospective regroupant les patients pris en charge au CHU de Rouen 

entre 2014 et 2018. Elle a pour but de comparer les résultats obtenus entre 2 méthodes : la 

cytométrie en flux d’une part et l’étude de réarrangement des gènes des Ig/TCR  en biologie 

moléculaire d’autre part.  

Cette étude est réalisée afin d’évaluer les performances de la technique de cytométrie en 

flux en la comparant avec la biologie moléculaire. Cette dernière étant considérée comme la 

méthode gold standard dans le suivi de MRD dans les essais thérapeutiques européens des 

LAL (61). 

Dans un deuxième temps, seront présentés les cas de patients pour lesquels on observe une 

discordance dans les résultats de maladie résiduelle afin de les commenter et d’essayer d’en 

expliquer les raisons.   

 

 

 

 

 



87 
 

 

 

VI. MATERIEL ET METHODES 

 

1. Population étudiée 

Il s’agit d’une étude rétrospective réalisée à partir d’une extraction de données en 

sélectionnant les patients atteint de LAL B (au diagnostic ou la rechute), hospitalisés dans le 

service d’hémato-immuno-oncologie pédiatrique du CHU de Rouen entre avril 2014 et 

janvier 2018 soit une période totale de 45 mois et ayant eu au moins un 

immunophénotypage en cytométrie en flux. Puis pour chaque patient nous avons recueilli 

l’ensemble des résultats de MRD en cytométrie en flux à l’aide du logiciel Biocare. Les 

résultats de biologie moléculaire nous ont été transmis par le CHRU de Lille.  Le recueil des 

données cliniques a été réalisé directement dans le service à l’aide des comptes rendus 

informatiques.  

Au total, on recense 43 patients atteints de LAL B. Les patients d’avril 2014 à septembre 

2016 étaient inclus dans le protocole FRALLE (29 patients). Les patients diagnostiqués après 

octobre 2016 ont été inclus dans le protocole CAALL (13 patients).   

Le protocole IntReALL concernait des patients en rechute (2 patients) et le protocole 

INTERFANT06 était utilisé pour les enfants de moins de 1 an (un seul patient dans la 

cohorte).  

Le recueil des données clinico-biologiques se trouve en annexe 1. 
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2. Prélèvements  

Il s’agit de prélèvement de moelle osseuse prélevé sur tube EDTA avec toujours en parallèle 

des lames réalisées permettant notamment d’évaluer au microscope,  la qualité et la 

richesse du prélèvement.  

Sur les 43 patients de l’étude, 35 ont été prélevés pour une évaluation de la MRD par les 2 

méthodes avec au minimum un point de suivi et au maximum huit points de suivis. Au total, 

on recense 76 points de comparaison de MRD. 

3. Méthode en cytométrie en Flux  

3.1. Cytométre 

Pour tous les prélèvements étudiés, un cytomètre Navios 10 couleurs de la société Beckman 

Coulter utilisant 3 lasers émettant à 405 nm, 488 nm et 638 nm (soit dans le violet, le bleu et 

le rouge) ce qui lui permet d’analyser 10 couleurs de fluorochromes. Nous utilisons les 10 

fluorochromes suivants : FITC : Isothiocyanate de Fluorescéine, PE : Phycoérythrine, ECD : 

Phycoérythrine Texas Red , PC5.5 : Phycoérythrine-cyanine 5.5, PC7 : Phycoérythrine-cyanine 

7, APC: Allophycocyanin, APC 700: Allophycocyanin Alexa Fluor 700, APC750: 

Allophycocyanin Alexa Fluor 750, PB: Pacific Blue et KO: Krome Orange.  

3.2. Panels d’anticorps  

Le choix des anticorps dépend de ses propriétés intrinsèques à savoir s’il possède une 

bonne spécificité vis-à-vis de l’antigène recherché mais aussi s’il participe de manière 

optimal à la caractérisation du phénotype de la cellule blastique (62).  

Pour ce faire, il est important de rappeler les principaux antigènes de surfaces des leucocytes 

ou cluster de différenciation utilisés dans le diagnostic puis le suivi des LAL B.   
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CD45 

Le CD45 est présent à la surface de tous les leucocytes humains, et il n’est pas exprimé par 

les hématies et les plaquettes. C’est un antigène dit « pan-leucocytaire » qui permet de faire 

un gating sur les leucocytes à partir d’un graphe CD45/SSC et d’éliminer les éléments des 

lignées érythroblastiques et mégacaryocytaires du fenêtrage. C’est sur ce premier 

histogramme que l’on va pouvoir fenêtrer la population blastique car elle se caractérise par 

une faible expression du CD45 (63) alors que les lymphocytes matures ont une forte 

expression du CD45. 

 

CD34 

L’antigène CD34 est exprimé sur les cellules souches hématopoïétiques. L’intensité 

d’expression du CD34 est la plus élevée sur les cellules souches pluripotentes et diminue peu 

à peu avec le processus de différenciation et de maturation des progéniteurs pour 

disparaitre totalement des cellules matures. Il est souvent surexprimé par les blastes. 

Antigènes de lignée lymphoïde B 

Les marqueurs d’appartenance à la lignée B sont présents sur tous les lymphocytes B 

matures, ils peuvent être absents ou peu exprimés sur les précurseurs. Ce sont notamment 

les marqueurs CD19, CD20, CD22, CD79a et CD79b. 

CD19 

L’antigène CD19 est une glycoprotéine membranaire impliquée dans la régulation du 

développement, de l’activation et de la différenciation des lymphocytes B. Il est présent sur 

tous les lymphocytes B normaux, y compris les pro-lymphocytes B et les lymphoblastes. C’est 

un marquer pan-B.  
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CD22 

L’antigène CD22 est une glycoprotéine transmembranaire de la superfamille des 

immunoglobulines présent dès le premier stade de maturation en intracytoplasmique, puis 

progressivement en membranaire. Son expression disparait après l’activation des 

lymphocytes B avant même qu’ils n’atteignent le stade de plasmocytes.  

CD79 

L’antigène CD79a est une glycoprotéine qui s’associe au CD79b et à une immunoglobuline de 

surface pour former le BCR. Ce récepteur est responsable de la signalisation des lymphocytes 

B. Il est spécifiquement et strictement exprimé par les cellules de la lignée lymphoïde B. Le 

CD79a est exprimé en intra-cytoplasmique dès le stade pro-B et persiste jusqu’au stade 

plasmocytaire. Le CD79b n’est présent qu’au stade B mature.  

CD20 

L’antigène CD20 est une protéine transmembranaire non glycosylée, elle apparait à un stade 

intermédiaire de maturation et est présent sur tous les lymphocytes B mature (à partir de la 

cellule pré-B). Il est impliqué dans le transport calcique transmembranaire indispensable au 

fonctionnement de la cellule B normale.  

CD24 

L’antigène CD24 est une sialoglycoprotéine membranaire GPI ancrée présente sur les 

cellules B, à partir du stade de lymphocyte pré-B jusqu’au lymphocyte B mature. Cet 

antigène est impliqué dans la signalisation cellulaire et dans la régulation des interactions, la 

prolifération et l’adhésion cellulaire. Il est parfois sous-exprimé par les lymphoblastes, et il 

est fortement exprimé chez les hématogones de stade 1. Il n’est pas restreint à la lignée B 

(expression par les polynucléaires neutrophiles).  
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CD10 

 L’antigène CD10, anciennement appelé CALLA (Common Acute Lymphoblastic Leukemia 

Antigen) correspond à une protéine membranaire possédant une activité d’endopeptidase 

que l’on retrouve dans plusieurs tissus. Il est exprimé sur les précurseurs engagés dans la 

lignée lymphoïde. Son expression diminue ensuite avec la maturation des lymphocytes, de 

manière précoce pour les cellules de la lignée T, plus tardivement sur les cellules de la lignée 

B (lors de l’expression d’une immunoglobuline de surface). Il est également exprimé sur les 

lymphocytes B activés et proliférant dans les centres germinatifs. Il est impliqué dans la 

rétrorégulation de la prolifération cellulaire.  

CD38  

L’antigène CD38 est une glycoprotéine membranaire possédant plusieurs activités 

enzymatiques. L’expression du CD38 dépend de la différenciation et de l’activation de la 

cellule. Il est exprimé aux premiers stades des cellules de la lignée B (hématogones) puis est 

perdu durant leur maturation. Les lymphocytes B et T les plus matures au repos n’expriment 

pas l’antigène CD38. L’activation des cellules B en plasmocytes et des lymphocytes T 

entraine une expression forte du CD38. Il est souvent sous exprimé par les lymphoblastes, et 

de manière hétérogène. 

Le choix de la combinaison des anticorps dépend de plusieurs paramètres :  

 Ces anticorps doivent permettre de discriminer efficacement les cellules normales des 

cellules leucémiques. Le panel doit donc être composé d’antigènes de cellules 

matures physiologiques, d’antigènes spécifiques d’immaturité et d’antigènes 

aberrants permettant la détection de LAIP.  

 Le panel doit également permettre la classification de la LAL B selon l’EGIL. 

 La disponibilité des fluorochromes au sein du laboratoire en tenant compte de ses 

caractéristiques (longueurs d’onde d’émission, rendement quantique de 

fluorescence)  
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 Associer certains anticorps dans le même tube pour mettre en évidence des co-

expressions. Exemple : 10/38 pour la recherche d’hématogones.  

Ces panels ont été réalisés à partir des recommandations du Groupe d’Etude 

Immunologique des Leucémies (GEIL). 

Tableau 4 Composition en anticorps/fluorochromes des tubes utilisés au CHU de Rouen. 

hhhhvFluorochromes 

Anticorps 

FITC PE ECD PC5.5  PC7 APC APC.AF700 APC.AF500 PB KO 

Tube 1   19 5 56 4 8 3 20 45 

Tube 2 34 10 13 - 33 117 22 - - 45 

Tube 3 65 24 14 58* 64 123* - - 38 45 

Tube intra 1 MPO 79a 13 - - IgM 22 3 - 45 

Tube intra 2   19 - - - - - - - 

Tube MRD  34 10 19 58* 33 123* 22 - 38 45 

*Ces marqueurs ont été ajoutés au panel en cours d’étude : le CD 123 en octobre 2016 et le 

CD 58  à partir d’août 2017. 
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Le CD123 est un récepteur à l’interleukine 3 (IL3) exprimés par les progéniteurs 

hématopoïétiques et les cellules myéloïdes. Il est souvent surexprimés dans les LAM et LAL  

avec une rare modulation antigénique au cours de la maladie (64). L’autre avantage de ce 

marqueur tient au faite qu’il ne soit pas exprimé par les hématogones et en fait un marqueur 

discriminant et robuste. Enfin son expression semble associée à un taux de rechute plus 

important dans les LAL B (64).  

Le CD58 est une glycoprotéine transmembranaire GPI ancrée qui se lie au CD2 et dont 

l’interaction induit diverses réponses immunitaires. Il est exprimé par de nombreuses 

cellules hématopoïétiques et non hématopoïétiques. Il a été démontré l’hyperexpression du 

CD58 par les lymphoblastes des LAL B par rapport aux hématogones (65).  

3.3. Préparation des échantillons 

Dans un premier temps, on réalise une numération de la moelle, pour évaluer la richesse. 

Une dilution est effectuée en ajustant le volume de diluant de façon à avoir un nombre de 

globules blancs  inférieur à 30 G/L.  

Etudes des marqueurs membranaires correspondant aux tubes 1, 2 et 3 (Tableau 4) :  

On réalise une étape de lavage en utilisant 50uL du prélèvement mélangé avec 12mL de 

solution tampon isotonique (PBS-BSA). Il s’agit d’une solution tampon phosphate saline 

(PBS®, Eurobio) associé à une solution d’albumine bovine (BSA®, Dutscher) afin d’éliminer 

les immunoglobulines naturelles circulantes qui interfèrent avec l’étude des chaînes légères 

/ ou des chaînes lourdes des immunoglobulines. Cette première étape de lavage est 

nécessaire uniquement pour les tubes 1 et intra2. 

Puis on effectue l’étape de marquage des cellules par les anticorps monoclonaux couplé à 

des fluorochromes : pour cela on récupère 50 L du culot qui est déposé dans le tube 1 

(Tableau 4) préparé à l’avance. Le tube est incubé 15 min dans l’obscurité puis on ajoute 

750L de Versalyse® (Beckman Coulter) mis en contact pendant 15 min pour lyser les 

globules rouges. Pour finir, on réalise un lavage pour éliminer l’excès d’anticorps non fixés.  
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Etudes des marqueurs intracytoplasmiques  correspondant aux tubes inta 1et 2 (Tableau 4) : 

On utilise le Kit intraprep® (Beckman Coulter) constitué de deux réactifs : un agent fixateur 

contenant 5.5% de formaldéhyde (R1) et un liquide de perméabilisation contenant de la 

saponine et de l’azoture de sodium (R2). Il faut mélanger 100 L de réactif R1 avec la moelle 

et procéder ensuite aux étapes de rinçage, centrifugation.  On ajoute ensuite 100 L de 

réactif R2 pendant 5 min. Cette étape de perméabilisation de la membrane cellulaire va 

permettre le marquage des antigènes en intracytoplasmique. Il faut alors distribuer le culot 

dans le tube contenant les anticorps et incuber l’ensemble 15 min dans l’obscurité puis laver 

au PBS-BSA, centrifuger et reprendre le culot dans 0,5mL de PBS-BSA. 

Les tubes une fois préparés sont analysés sur le cytométre.  

Une fois le diagnostic établi on teste un tube « MRD » adapté. Il servira de référence pour 

l’étude de la MRD sur les prélèvements post-traitement. 
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3.4.  Stratégie d’analyse  

Les données acquises par le cytométre Navios sont intégrées par le logiciel Kaluza 

permettant une analyse des données. 

On réalise l’analyse des cellules d’intérêt (blastes) au moyen de plusieurs histogrammes :  

 Le graphique Time représentant le nombre d’évènements acquis en fonction du 

temps. Celui-ci permet de vérifier la régularité de l’acquisition et également de 

s’assurer que les événements retrouvés positifs sont répartis uniformément pendant 

l’acquisition.  

 

Figure 23 Exemple d'histogramme Time avec répartition homogène des évènements. 

 L’histogramme taille/structure (FS/SS) permet de visualiser l’ensemble des 

évènements acquis par l’automate et d’éliminer les éléments de petite taille (débris 

cellulaires, GR non lysés…) pour ainsi fenêtrer les cellules « vivantes ».  
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Figure 24 Exemple d'histogramme taille structure  

 L’histogramme FS INT/FS PEAK, met en évidence les doublets que nous éliminerons 

pour ne garder que les singulets dans notre analyse. 

 

Figure 25 Exemple d'histogramme FS INT/FS PEAK 

Les doublets correspondent au passage devant le laser de 2 cellules accolées. Le 

signal émis par une cellule lors de son passage devant le cytomètre est converti en un 

signal (impulsion) électrique défini par une hauteur, une largeur et une aire sous la 

courbe. Si 2 cellules passent simultanément devant le laser, créant un doublet, cela 

engendrera une augmentation de l'aire sous la courbe sans augmentation de la 

hauteur du pic. Les événements correspondants à des passages de cellules isolées 

seront donc observés dans la fenêtre singulet autour de la bissectrice de 

l’histogramme "FS peak/FS int". 
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 L’histogramme CD45/SSC permet de distinguer les différentes populations  (lignée 

granuleuses, lymphocytes et monocytes) correspondant aux éléments CD45 positif 

des éléments CD45 négatif (globules rouges mal lysés). Ainsi l’histogramme permet le 

fenêtrage des différentes populations et notamment des blastes présentant un CD45 

faible à négatif.  

 

Figure 26 Exemple d'histogramme CD45/SSC d'une moelle présentant un envahissement blastique à gauche et d'une 
moelle normale à droite. 

Pour chaque anticorps présent dans le panel, un graphique CD/SS est réalisé afin de voir 

avec quelle intensité la population blastique exprime le marqueur par rapport aux cellules 

normales. Ces graphiques nous permettent également de vérifier que tous les anticorps de 

la combinaison ont bien été distribués. Il est pour cela, important de réaliser un gating sur 

les autres populations leucocytaires pour vérifier l’intensité de marquage des anticorps. Ces 

différentes populations servent de témoins positifs ou négatifs.  

Ensuite il faut sélectionner les blastes à l’aide de l’histogramme CD45/SSC (généralement 

CD45 faible) dans le but d’évaluer sur les différents histogrammes biparamétriques 

l’expression des antigènes et ainsi d’établir le profil phénotypique de ces blastes. L’objectif 

est également de repérer les différents LAIP qui pourront être utile dans le suivi de la MRD.  
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Ainsi lors de la demande de MRD, on réalise une combinaison d’anticorps spécifique de 

chaque patient et dépendant du phénotype initial.  L’analyse des histogrammes se fait sur le 

même masque que celui issu du diagnostic. Les histogrammes des anticorps choisis sont 

fenêtrés sur les blastes et les curseurs d’intensité restent positionnés de manière identique.  

On établit un graphique d’intersection des zones blastiques (Cluster MRD)  pour obtenir le 

nombre d’évènements ayant un phénotype identique à celui du diagnostic (Figure 32). Ce 

nombre d’événements est rapporté au nombre total de leucocytes (éléments CD45 positif) 

pour quantifier le nombre de cellules blastiques résiduelles.  

Il est important de définir le nombre minimum de cellules qu’un cluster MRD doit contenir 

afin de pouvoir être quantifié de manière fiable. Bien qu’il n’existe pas de consensus 

concernant ce paramètre, la majorité des études fixe le seuil de cellules entre 10 et 30 (66) 

(67) (68). Avec l’augmentation du nombre de couleurs des cytomètres et l’amélioration du 

gating des blastes, nous avons fixé le seuil à 20 cellules. 

 

4. Analyses statistiques 

Les performances de la CMF ont été calculées par la sensibilité, spécificité, valeur prédictive 

négative et positive du test par rapport à la biologie moléculaire. 

L’analyse qualitative de corrélation entre les deux techniques a été effectuée par le calcul de 

l’indice Kappa. L’analyse quantitative reprenant les résultats doublement positifs a été 

effectuée par le test de Spearman. La concordance quantitative a été estimée par la 

représentation de Bland-Altman. 

Dans le but de pouvoir effectuer des comparaisons qualitatives de type présence ou absence 

de MRD, ainsi que des comparaisons quantitatives, deux types de résultats ont dû faire 

l’objet d’une interprétation :  
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 En cytométrie en flux : 10 prélèvements ont été rendus « MRD positive mais dont le 

phénotype peut correspondre à des cellules physiologiquement normales 

(hématogones) ».  Ils ont été exclus de la comparaison.  

 En biologie moléculaire : 8 prélèvements ont été rendus « MRD positive mais non 

quantifiable ». L'interprétation des résultats de PCR est plus difficile si les niveaux de 

MRD obtenus sont en dehors de la « gamme quantitative ». Dans ce cas, il n’est pas 

toujours clair de savoir si le signal observé est dû à une amplification spécifique de 

l'ADN des cellules leucémiques ou à une amplification non-spécifique de l'ADN 

normal. Ce phénomène est particulièrement visible en fin de traitement d’entretien 

où la régénération de la moelle implique une prolifération importante de cellules B 

immatures présentant des réarrangements complets du locus IgH. Cette 

augmentation d’amplification non spécifique de l’ADN normal est moins visible en fin 

d’induction car le réarrangement IgH reste partiel (69). D’autre part, la stratification 

thérapeutique en fonction des résultats de MRD ne se fait qu’à partir de 10-4  ces 

résultats n’ont donc pas d’impact dans la prise en charge.  Ces MRD seront donc dans 

le cadre de la comparaison considérées comme négatives.  
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VII. RESULTATS 

 

1. Caractéristiques de la population  

1.1. Données démographiques  

Entre avril 2014 et décembre 2017, on recense 43 patients atteint de LAL B  dont 21 garçons 

et 22 filles avec un âge moyen au moment du diagnostic de 6 ans et 10 mois. Le plus jeune 

ayant 8 mois et le plus âgé 15 ans et demi.   

1.2. Données biologiques  

Tableau 5 Constantes biologiques présentés au diagnostic ou à la rechute. 

 Moyenne Minimum Maximum 

Leucocytose 
sanguine (G/L) 

34.2 1.7 323 

Blastose 
sanguine (%) 

45.2 0 97 

Blastose 
médullaire (%) 

89.1 62 99 

Ces résultats montrent l’hétérogénéité du tableau biologique pouvant être observés au 

diagnostic notamment concernant la leucocytose sanguine et le pourcentage de blastes dans 

le sang. En revanche, on observe un envahissement de la moelle significatif chez la totalité 

des patients.  
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1.3. Classification immunophénotypique  

BI
12%

BII
79%

BIII 7%
BIV
2%

BI BII BIII BIV

 

Figure 27 Répartition des LAL B diagnostiquées d'après la classification EGIL 

La LAL dite commune (BII) représente la LAL B la plus fréquente de la cohorte avec une 

répartition des LAL B proche de celle rapportée dans la littérature. 

1.4. Anomalies cytogénétiques et moléculaires  

 

Figure 28 Répartition des différentes anomalies cytogénétiques et/ou moléculaires présentes au diagnostic ou à la 
rechute. 
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Les deux principales anomalies représentées sont les translocations (12;21) et les 

hyperdiploïdies, toutes deux de bon pronostic. A noter l’absence de LAL Phi+ dans cette 

cohorte.  

1.5. Protocoles thérapeutiques 

 

Figure 29 Répartition des patients selon les protocoles thérapeutiques  

Les patients d’avril 2014 à septembre 2016 étaient inclus dans le protocole FRALLE (29 

patients). Les patients diagnostiqués après octobre 2016 ont été inclus dans le protocole 

CAALL (13 patients).   
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2. Comparaison des résultats de MRD  

2.1. Echantillons analysés 

 

Figure 30 Répartition des échantillons de moelle concernés par l'étude. 

Les 10 MRD exclues concernent les MRD rendus positives mais dont le phénotype peut 

correspondre à des cellules physiologiquement normales (hématogones). 

Les 2 MRD non rendus pour problème technique concernent des prélèvements de BM : un 

pour lequel l’extraction d’ADN n’a pu être réalisée et un échec de séquençage pour l’autre.  

2.2. Performance de la méthode CMF 

La biologie moléculaire est considérée actuellement comme le « gold standard » pour le suivi 

de la MRD des LAL-B du fait de sa haute sensibilité, de sa standardisation et du nombre élevé 

d’études disponibles. Il s’agit donc de la méthode de référence.  
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Tableau 6 Tableau de contingence des résultats de MRD obtenus par les techniques de CMF avant relecture et de BM. 

 BM - BM+ Total 

CMF- 41(VN) 7 (FN) 48 (TN) 

CMF+ 9 (FP) 7(VP) 16 (TP) 

Total 50 (TS) 14 (TM) 64 

 
VN : Vrai négatif   FN : Faux négatif    FP : Faux positif   VP : Vrai positif 
TN : Total test négatif   TP : Total test positif    TS : total « sain »   TM : total « malade » 
 

Ces résultats correspondent aux résultats initiaux du recueil de données sans relecture.  

Cependant, les résultats de CMF ont fait l’objet d’une réanalyse ce qui permet un meilleur 

reflet de la performance actuelle de la technique avec l’expérience de l’interprétation. Cette 

relecture a abouti à une modification du résultat pour 4 prélèvements dont voici les 

résultats :   

Tableau 7 Tableau de contingence des résultats de MRD obtenus par les techniques de CMF avant relecture et BM. 

 BM - BM+ Total 

CMF- 42(VN) 4 (FN) 46 (TN) 

CMF+ 8 (FP) 10 (VP) 18 (TP) 

Total 50 (TS) 14 (TM) 64 

 
 

La sensibilité (Se) d'un test est déterminée sur une population de patients dont on sait 

qu'elle est porteuse de la maladie M parce qu'elle a subi un test de référence. La maladie M 

correspondant dans notre étude à la mise en évidence d’une MRD positive et le test de 

référence étant la biologie moléculaire. Elle est définie par la proportion de patients qui ont 

une MRD positive et dont le résultat en cytométrie est positif. La sensibilité obtenue (Se = 

VP/TM) est de 71% (50% avant relecture), ce qui implique que 29% des patients avec une 

MRD positive ne seront pas détectés en CMF. Mais il est important de souligner que cette 

sensibilité est calculée sur un effectif faible (seulement 14 points de MRD en BM positive). 

Un calcul sur un effectif plus important serait un meilleur reflet de la sensibilité de l’analyse.  
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La spécificité (Sp) d'un test est déterminée sur une population de patients dont on sait 

qu'elle n'est pas porteuse de la maladie M parce qu'elle a subi un test de référence. Elle est 

définie par la proportion de patients qui ont une MRD négative et dont la cytométrie est 

négative. Nous avons obtenu une spécificité (Sp = VN/TS) de 84% (82% avant relecture), ce 

qui signifie que 16% des patients sains auraient une MRD faussement positive en CMF.  

La valeur prédictive positive (VPP) représente la proportion de sujets réellement malades 

parmi ceux qui ont un test positif. Dans notre étude, la VPP représente la proportion de 

sujets ayant réellement une MRD positive parmi ceux qui ont un résultat de MRD positive en 

CMF. La VPP (= VP/TP) est de 55% (44% avant relecture), elle est impactée par le nombre 

important de faux positifs : 8 MRD dont 5 pour un seul patient.  

La valeur prédictive négative (VPN) représente la proportion de sujets réellement non 

malade parmi ceux qui ont un test négatif. Dans notre étude, la VPN représente la 

proportion de sujets ayant réellement une MRD négative parmi ceux qui ont un résultat de 

MRD négative en CMF (VPN = VN/TN). Elle est de 93%, le patient a donc 7% de risque d’avoir 

une MRD positive lorsque le résultat de MRD en CMF est négatif.  

Ces valeurs sont à titre expérimental et ne prennent pas en compte le fait que parmi ces 

discordances, l’une d’entre elle pouvait être attribuée à un résultat faussement négatif ou 

positif par la technique de biologie moléculaire comme cela sera vu dans l’analyse des 

discordances par la suite. 
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2.3. Concordance et corrélation entre les 2 méthodes 

2.3.1. Analyse qualitative 

La concordance qualitative est évaluée par le calcul de l’indice Kappa  à partir des résultats 

suivant (obtenues après relecture) :  

Tableau 8  Répartition des résultats observés en BM et CMF 

 

On calcule la concordance observée p0 : p0 = (a + d) / N = 0.81  

La concordance observée est de 81%.  

On calcule ensuite la concordance aléatoire : pc = (a’ + d’) / N 

Il faut pour cela calculer les effectifs attendus a’ et d’ :  

a’ = [(a+c)(a+b)] / N = 3.94  d’ = [(d+c)(d+b)] / N = 37.5 

pc = (a’ + d’) / N = 0.65  

La concordance aléatoire est de 65%.  

  = (p0 – pc ) / (1- pc ) = 0.46 

Le coefficient kappa s’utilise comme un indicateur descriptif de la concordance. Il varie entre 

0 et 1. La concordance est d’autant plus importante que le coefficient est proche de 1. 
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On obtient un indice à 0,46. D’après les valeurs de référence utilisées pour interpréter le 

coefficient kappa (valeurs de référence de Landis et Koch (70)), il s’agit d’un degré de 

concordance moyen car situé entre 0.41 et 0.60. La différence retrouvée entre la 

concordance observée p0 élevée à 81% et l’indice s'explique par la faible prévalence de 

MRD positive dans notre étude.  

2.3.2. Analyse quantitative 

Il s’agit ici de s’intéresser aux prélèvements positifs à la fois en CMF et en BM (n = 7) à partir 

des données initiales et de comparer quantitativement les résultats à l’aide du test de 

corrélation de Pearson.   

Tableau 9 Valeurs de MRD obtenues pour les 7 patients présentant un MRD posititve quantifiables en CMF et BM. 

CMF BM 

5,30E-04 3,00E-04 

1,40E-04 2,00E-03 

3,00E-03 1,00E-02 

3,30E-02 1,40E-02 

5,00E-05 3,00E-04 

1,00E-04 7,00E-04 

4,40E-04 3,10E-04 

On obtient un coefficient de corrélation r2 = 0.7 (P = 0,02) avec un intervalle de confiance à 

95% compris entre 0.22 et 0.97. La quantification de la MRD est donc significativement 

corrélée entre les 2 techniques.  

On évalue la concordance qualitative par réalisation du graphique de Bland-Altman (Figure 

32). Ce graphe représente la moyenne de chaque couple de valeurs de MRD (BM et CMF) en 

abscisse et le biais absolu de chaque couple en ordonnée après transformation 

logarithmique. 
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Figure 31 Analyse des prélèvements de MRD positive par la représentation de Bland-Altman. 

Nous obtenons une moyenne des différences ou biais absolu moyen à -0.36 c’est-à-dire une 

valeur faible de biais montrant la bonne concordance quantitative. D’autre part, aucun point 

ne figure en dehors des limites de concordance (+/- 1.96sd). Le biais absolu moyen étant 

négatif, cela signifie que les taux de MRD obtenues en CMF sont légèrement plus faibles que 

ceux obtenues en BM.  
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2.4. Analyses des discordances  

Cas n°3  

Diagnostic le 08/11/2014 : LAL BII 

 Caryotype : hyperdiploïde  

 Biologie moléculaire : délétion du gène IKAROS  

 Phénotype : positivité des marqueurs CD 19, 22, 79b faible intensité, 10 et 34. 

Négativité des marqueurs CD 20, 38, 13, 33 

 Inclus dans le protocole FRALLE A  

 Corticosensible et chimiosensible 

 

Points de MRD concernés : fin d’induction (16/12/2014) = MRD 1, fin de consolidation 

(19/01/2015) = MRD 2, MRD du 10/09/2015 = MRD 3  

MRD 1 

 Résultat CMF : MRD négative au seuil de 10-4 

 Résultat BM : MRD positive à 3.10-4 pour le marqueur JH3 et 4.10-4 pour le marqueur 

JH4. 

La relecture des graphes en reciblant le fenêtrage du masque d’analyse à partir du 

diagnostic a permis de mettre en évidence la présence de 113  cellules blastiques et donc 

de montrer la positivité de la MRD sur ce prélèvement (Figure 32).  
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Figure 32  Masque d’analyse avec en graphique d’intersection CD45/SS (fenêtre B/S/U/T/S/V), la représentation de 113 
cellules blastiques résiduelles. 

MRD 2  

 Résultat CMF : MRD négative au seuil de 6.8.10-5 

 Résultat BM : MRD positive à 7.10-5 pour le marqueur JH3 et 9.10-5 pour le marqueur 

JH4. 

Ici la réanalyse des différents graphes en se calquant sur le masque paramétré 

précédemment n’a pas mise en évidence de cellule blastique résiduelle. On peut donc 

émettre l’hypothèse d’un problème de sensibilité pour expliquer une MRD faussement 

négative en CMF.  D’autant plus, que l’examen cytologique de la moelle mettait en évidence 

une richesse diminuée avec un nombre de mégacaryocytes diminué, la moelle devant être 

partiellement hémodiluée.  
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MRD 3  

 Résultat CMF : MRD positive à 4.99.10-5 pour un seuil de sensibilité à 1.5.10-5 

 Résultat BM : MRD négative inférieur au seuil de 1.10-5 

La relecture a permis de montrer que le nombre de cellules blastiques résiduelles est 

inférieur au seuil de sensibilité, la MRD en CMF est donc négative.  

 

Figure 33 Masque d’analyse avec en graphique d’intersection CD45/SS (fenêtre B/S/U/T/V), la représentation de 7 
cellules blastiques résiduelles 
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Cas n°2 

Diagnostic initiale en 2010, rechute le 28/08/2014 : LAL BII 

 Caryotype : normal 

 Biologie moléculaire : délétion IKAROS transcrit JAK2-ETV6 

 Phénotype : positivité des marqueurs CD 19, 22faible, 10, 34 et 79a.ic Négativité du 

marqueur CD 38. Présence d’un marqueur myéloïde aberrant : CD36 

 Inclus dans le protocole FRALLE B (groupe B1)  puis inclus dans le protocole Cooprall 

(groupe S2) devant la rechute méningée en fin de traitement d’entretien (dg le 

30/09/2015) –> allogreffe en mars 2016 

 Corticosensible et chimiosensible 

Points de MRD concernés : après schéma d’intensification  

         Technique 

 Date  MRD CMF MRD BM 

23/03/2015 + (1.10-3) - 

20/07/2015 + (8.9.10-3) - 

08/03/2016 + (8.10-4) - 

06/06/2016 + (4.10-5) - 

04/10/2016 + (4.10-5) - 

Il s’agit d’un LAIP informatif différent des hématogones, ce qui exclut ici la possibilité de 

rendre une MRD faussement positive par présence de précurseurs B lymphoïdes 

physiologiques. On peut donc légitimement se demander s’il n’y pas eu l’émergence d’un 

sous clone sans modification du phénotype mais avec évolution du marqueur en biologie 
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moléculaire (suivi avec le marqueur Ja26).  Ce patient présente une MRD positive stable en 

CMF et va rechuter en juin 2017 pour la 3ème fois. Ainsi l’évolution clinique du patient 

conforte la positivité de la MRD d’autant plus que l’utilisation cumulée et répétée de 

chimiothérapie lors des différentes rechutes,  a pu faciliter l’émergence d’un sous clone.  

 

Figure 34 Masque d’analyse avec en graphique d’intersection CD45/SS (fenêtre B/S/U/T/V), la représentation de 657 
cellules blastiques résiduelles (MRD du 08/03/2016). 

Cas n°5  

Diagnostic initiale en 2010, rechute le 08/09/2014 : LAL BI (initialement BIII)  

 Caryotype : chromosome dycentrique (9;20) + trisomie 8 

 Biologie moléculaire : absence de données disponibles au diagnostic. 

 Phénotype : positivité des marqueurs CD 19, 22, 79a.ic, 34, 38. Négativité du marqueur 

CD 10.  

 Inclus dans le protocole FRALLE B (groupe B1) 

 Corticosensible et chimiosensible 
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Point de MRD concerné : J15 post induction (13/10/2014)   

 Résultat CMF : MRD négative au seuil de 5.10-5 

 Résultat BM : MRD positive pour 2 marqueurs à 3.10-3 et 2.7.10-3 

Ici la relecture montre la présence de 240 blastes résiduelles. Le fenêtrage du masque sur 

l’histogramme biparamétrique CD22/19 a été modifié (décalage vers la gauche) permettant 

d’englober également les cellules CD22 faible car l’immunophénotype de départ montre 

bien la faible expression de ce marqueur. La MRD est donc positive.  

 

 

Figure 35  Masque d’analyse avec en graphique d’intersection CD45/SS (fenêtre B/S/T2/U), la représentation de 240 
cellules blastiques résiduelles 
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Cas n°7 

Diagnostic le 03/12/2015 : LAL BII 

 Caryotype : hypodiploïde (44,XX) avec translocation (6 ;14)  (fusion IGH/ID4 en FISH) 

 Phénotype : positivité des marqueurs CD 19, 20, 22, 24, 79a.ic, 10, 34, 38 

 Inclus dans le protocole FRALLE B (groupe B1)   

 Corticosensible et chimiosensible 

 

Point de MRD concerné : J35 post induction (13/01/2016)   

 Résultat CMF : MRD négative au seuil de 4.10-5 

 Résultat BM : MRD positive pour le marqueur Kde à 1.27.10-2  

 

La MRD après relecture reste négative (inférieur au seuil de 4.10-5). L’hypothèse pouvant 

expliquer ce résultat est un glissement phénotypique, d’autant plus que le patient a rechuté 

le 15.12.2016 avec 86% de blastes au myélogramme. L’immunophénotypage à la rechute a 

mis en évidence une perte du CD20 et le gain du marqueur CD117 par rapport au diagnostic 

initial.  

 



116 
 

 

Figure 36 Masque d’analyse avec en graphique d’intersection CD45/SS (fenêtre B/S/U/T/V), la représentation de 14 
cellules blastiques résiduelles. 

 

 
 
Cas n°15 

Diagnostic le 17/10/2012 : LAL BI 

 Caryotype : translocation t(4;11)  

 Biologie moléculaire : réarrangement MLL (transcrit de fusion AF4-MLL)  

 Phénotype : Positivité des marqueurs CD19, 22, 24, 79a.ic. Négativité des marqueurs 

CD10, 34. Présence d’un marqueur myéloïde aberrant CD65 

 Inclus dans le protocole FRALLE B (groupe B1)   

 Corticosensible et chimiosensible 
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Point de MRD concerné : 28.09.15 

 Résultat CMF : MRD positive à  1.7.10-4 

 Résultat BM : MRD négative au seuil de 10-4  

Dans ce cas,  la relecture montre que le LAIP n’est pas suffisamment informatif car même si 

le phénotype du diagnostic met en évidence la présence du CD65 celui-ci n’est pas exprimé 

par l’ensemble de la population blastique, on ne peut exclure les cellules CD65 négative. Le 

phénotype du cluster MRD peut correspondre à celui d’hématogones, la répartition 

hétérogène du nuage de points dans le cluster MRD conforte cette hypothèse. L’évolution 

clinique du patient a été favorable (sans rechute).  

 

Figure 37 Masque d’analyse avec en graphique d’intersection CD45/SS (fenêtre U/S/K/O/T), la représentation de 141 501 
cellules résiduelles. 
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Cas n°24 

Diagnostic le 14/11/2016 : LAL BII 

 Caryotype : Hyperdiploïde  

 FISH : iAMP21 

 Phénotype : Positivité des marqueurs CD19, 22, 24, 10, 34, 38. Négativité du marqueur 

CD20.  

 Inclus dans le protocole CAALL (groupe SR)   

 Corticosensible et chimiosensible 

Point de MRD concerné : 26.01.17 

 Résultat CMF : MRD positive à 1.10-4 à la limite du seuil de 9.10-5 

 Résultat BM : MRD négative pour le marqueur JH6 et Kde au seuil de 10-5 

Après relecture, on retrouve toujours la persistance d’une MRD positive à la limite du seuil 

de quantification, on peut cependant interpréter avec prudence ce résultat pour deux 

raisons. Tout d’abord ce phénotype est très proche des hématogones et ne possèdent pas 

de marqueurs à fort pouvoir discriminant. Seules les intensités de fluorescence permettent 

de les différencier avec notamment le CD34 faible mais on peut quand même émettre 

l’hypothèse que ces cellules soient des hématogones précoces (stade 1). D’autre part, le 

nuage de points obtenu dans le cluster MRD est hétérogène et donc peu en faveur d’un 

profil clonal. Il doit donc s’agir d’un faux positif en CMF. Le patient n’a pas rechuté et est 

actuellement en rémission.  
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Figure 38 Masque d’analyse avec en graphique d’intersection CD45/SS (fenêtre Blastes/C/M/N/O/Q), la représentation 
de 32 cellules blastiques résiduelles 

Cas n°40 

Diagnostic le 17/10/2017 : LAL BII 

 Caryotype : Normal  

 Phénotype : Positivité des marqueurs CD19, 22, 10, 34, 38faible, 79a.ic, 58. 

 Inclus dans le protocole CAALL (groupe SR)   

 Corticosensible et chimiosensible 

Point de MRD concerné : J35 post induction (23.11.2017) 

 Résultat CMF : MRD négative au seuil de 1.3.10-4  

 Résultat BM : MRD positive à 2.5.10-3 pour le marqueur Dd3 et négative pour le 

marqueur Kde au seuil de 10-3 
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La réanalyse n’a pas pu mettre en évidence de MRD positive. On peut donc se demander 

s’il s’agit d’un faux négatif en CMF à savoir une modulation antigénique induite par la 

chimiothérapie aboutissant à la négativation d’un marqueur. L’autre possibilité étant la 

présence d’un faux positif en BM par amplification non spécifique. La richesse évaluée au 

myélogramme était normale et écarte un défaut de sensibilité.  

Ce patient est passé du groupe standard risk (SR) au medium risk (MR) par la suite et n’a 

pas rechuté.  

 

Figure 39 Masque d’analyse avec en graphique d’intersection CD45/SS (fenêtre B/C/N/O/P/Q), la représentation de 3 
cellules blastiques résiduelles (inférieur au seuil). 
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Cas n°43 

Diagnostic le 21/12/2017 : LAL BII hyperleucocytaire 

 Caryotype : del7p associé à un remaniement complexe des CH 12 et 13 impliquant 

ETV6    

 Phénotype : Positivité des marqueurs CD19, 22, 10, 34, 58, 123faible, 79a.ic. Négativité 

du marqueur CD38 

 Inclus dans le protocole CAALL (groupe MR)   

 Corticosensible et chimiosensible 

Point de MRD concerné : J35 post induction (30.01.2018) 

 Résultat CMF : MRD négative au seuil de 2.4.10-5  

 Résultat BM : MRD positive à 4.9.10-4 pour le marqueur jh6. 

La relecture a permis de mettre en évidence une MRD positive en CMF après recadrage du 

masque C sur le graphe CD19/10 (décalage vers la gauche), les blastes étant CD19faible.  

 

Figure 40 Masque d’analyse avec en graphique d’intersection CD45/SS (fenêtre B/C/N/O/P), la représentation de 212 
cellules blastiques résiduelles 
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VIII. DISCUSSION  
 

 

 

1. Corrélation des résultats 

L’étude de comparaison des résultats de CMF par rapport à la BM a donné une 

concordance qualitative de 81%.  Les études publiées récemment montre un concordance 

globale similaire entre 80 et 84% (66) (71) (72).  

Il est en revanche difficile de comparer les différentes études entre elles pour plusieurs 

raisons. Tout d’abord, les seuils utilisés pour affirmer la positivité d’une MRD sont différent. 

Le seuil de positivité était fixé à 10-4 dans l’étude publiée par Garand et al et à 10-3 dans 

l’étude de Thorn et al ce qui limite le nombre de faux négatif en CMF en lien avec un défaut 

de sensibilité. Notre choix de ne pas fixer de seuil de positivité (en dehors du seuil imposé 

par la technique) a été décidé dans le but de pouvoir comparer davantage de MRD 

quantifiable et d’obtenir des effectifs suffisant. D’autres paramètres diffèrent selon les 

études : les techniques de CMF sur certains aspects (panels d’anticorps, nombre de couleurs 

du cytomètre…), inclusion des patients (uniquement les hauts risques dans l’étude de 

Garand et al), effectifs (essais multicentriques vs monocentriques). 

L’autre problème imputable à notre étude étant le fait que l’analyse en CMF et BM soit 

réalisée sur deux aspirations de moelle distinctes et donc avec des degrés d’hémodilution 

potentiellement différent. En effet, on connait l’impact de l’hémodilution sur la justesse du 

résultat augmentant ainsi le risque de discordance.  

L’analyse quantitative a montré une corrélation entre les résultats de MRD positifs en CMF 

et en BM bien qu’il faut quand même souligner l’effectif faible utilisé dans notre étude. La 

représentation de Bland-Altman a montré une concordance satisfaisante avec un biais 



123 
 

négatif (-0.36) montrant des taux de MRD en BM légèrement plus élevés par rapport à ceux 

de CMF. L’analyse en BM ne permet pas de distinguer les cellules leucémiques viables des 

cellules non-viables alors que l’analyse en CMF ne travaille que sur des cellules vivantes. Il 

est donc possible de quantifier des réarrangements d’IGH et/ou du TCR de cellules en 

apoptose pouvant éventuellement expliquer cette majoration. 

1.1. Discordance CMF négative/ BM positive 

6% des prélèvements (soit 4 MRD) ont été retrouvés négatifs en CMF et positif en 

BM.  Pour 2 d’entre eux, l’hypothèse évoquée pour expliquer cette discordance était un 

défaut de sensibilité. La technique de CMF a besoin de 20 cellules pour définir un cluster 

MRD comme positif, là où une seule cellule peut suffire en BM pour détecter une MRD 

positive. De plus, la technique de BM peut travailler sur de l’ADN issue de cellules non 

viables (en apoptose), ce qui n’est pas le cas de la technique de CMF. Les MRD positives de 

BM sont donc généralement basses comme c’est le cas pour le patient n°30 avec une MRD 

positive en BM à 2.10-5 pour le marqueur JH4 alors que le seuil de sensibilité de la technique 

en CMF est de 5.10-5. Ainsi la technique de biologie moléculaire détecte un signal juste en 

dessous de la limite de sensibilité de la technique de CMF.  

Ce défaut de sensibilité de la CMF peut s’expliquer en partie par la qualité du prélèvement 

lorsque le prélèvement est partiellement hémodiluée. C’était le cas pour 2 prélèvements où 

l’examen cytologique mettait en évidence une richesse cellulaire diminuée avec un nombre 

de mégacaryocytes diminué. Ces 2 faux négatifs n’ont en revanche pas d’impact clinique 

puisque les MRD sont inférieurs à 10-4. 

Pour le cas n°7, il s’agit ici probablement d’un phénomène de glissement antigénique, à 

savoir que le LAIP établit au diagnostic a changé (ex : perte d’expression d’un marqueur 

et/ou gain d’expression d’un autre), le cluster MRD établit ne permettra plus la détection 

des cellules blastiques.  

Enfin, l’autre possibilité, pour un résultat négatif en CMF et positif en BM est un résultat faux 

positif en BM. Dans des situations de régénération médullaire post chimiothérapie où les 
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hématogones prolifèrent massivement,  certains réarrangement de gènes Ig/TCR, bien que 

spécifiques à un patient donné, présentent de telles similitudes avec les réarrangements du 

répertoire Ig /TCR physiologique qu'une amplification non spécifique peut se produire à 

partir de lymphocytes normaux. Par conséquent, il se peut qu'une partie des cas discordants 

ne soient pas des faux négatifs en CMF, mais plutôt des faux positifs en PCR.  

1.2. Discordance CMF positive / BM négative 

12.5% des MRD (8/64) sont positives en CMF et négatives en BM. Parmi les huit MRD, 

cinq concernent le même patient (cas n°2) et l’évolution clinique ainsi que l’interprétation 

des résultats ont montré que le résultat était en faveur d’un résultat faussement négatif en 

BM et non d’un résultat faussement positif en CMF.  

En revanche, les 3 autres MRD  (cas n° 15, 24, 39) semblent être des faux positifs en CMF, en 

effet les blastes ne présentaient pas de LAIP suffisamment discriminant pour les différencier 

des hématogones. L’évolution clinique favorable (sans rechute) de ces patients corrobore 

cette hypothèse.  
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2. Avantages et inconvénients des deux 
techniques.  

 

2.1. Rapidité d’analyse  

 

La rapidité de rendu de résultat est particulièrement intéressante d’un point de vue 

clinique. La découverte d'une MRD positive peut faire changer de groupe de risque le patient 

et ainsi modifier la stratégie thérapeutique du patient (allogreffe, intensification de la 

chimiothérapie…). Il est donc important d’obtenir un résultat rapidement afin de permettre 

une prise en charge rapide et optimale particulièrement dans les points de suivi précoce de 

la réponse au traitement.  La CMF ne nécessite pas de "design" d'amorces propres au patient 

contrairement à la BM par réarrangements Ig/TCR. La technique de CMF est plus 

intéressante car elle permet de rendre un résultat de MRD aux cliniciens plus rapidement 

(en 3 à 4h) alors que la BM nécessite environ 2 semaines.  

2.2. Faisabilité de la technique  

La technique de CMF a pour inconvénient de devoir être réalisée sur des cellules 

vivantes, ainsi le délai pré-analytique doit être le plus faible possible afin de pouvoir analyser 

un maximum de cellules. Mais son avantage est que la technique est applicable à la quasi-

totalité des patients. Ainsi dans notre étude l’ensemble des MRD prescrites ont pu être 

analysés en CMF. En BM, la technique est applicable à la grande majorité des cas (90 à 95% 

des cas). On constate un problème analytique pour 2 patients seulement à savoir un échec 

de l’extraction de l’ADN pour le cas n°4 et un échec de séquençage pour le cas n°11. 

L’autre avantage de la CMF est la possibilité de quantifier la MRD dans la mesure du 

possible, même si le phénotype du diagnostic n’est pas disponible (pas le cas de la technique 

de BM). En effet, même si dans des conditions optimales la comparaison de 

l'immunophénotype du blaste au point de suivi à celui au diagnostic est préférable, une 
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comparaison systématique de l'échantillon à une base de données de moelles de références 

permet d’identifier et quantifier les cellules leucémiques.  

2.3. Sensibilité  

Comme vu précédemment, la sensibilité va dépendre en grande partie de la qualité 

du prélèvement. Pour atteindre un seuil  de sensibilité de 10-5 en CMF (cluster de 20 

cellules), il va falloir analyser 2.106 cellules ce qui n’est pas toujours réalisable notamment à 

cause de l’hémodilution du prélèvement. La technique de BM présente donc une sensibilité 

globalement supérieure à la technique de CMF. Les seuils décisionnels pour la stratification 

thérapeutique ne nécessite pas de descendre en dessous de 10-4, l’impact clinique actuel est 

donc limité. De par sa plus grande capacité à détecter de faibles niveaux de MRD, la PCR 

reste préférable pour révéler des résultats faux négatifs rendus en CMF. Cela pourrait être 

particulièrement utile dans le but d’identifier les patients à faible risque pour lesquels une 

désescalade thérapeutique pourrait être envisagée (73).  

 

2.4. Spécificité 

La spécificité de la technique de CMF dépend de la capacité de discrimination des 

blastes avec progéniteurs hématopoïétiques. Cette spécificité tend à s’améliorer avec 

l’augmentation du nombre de fluorochromes disponibles pour détecter les LAIP et l’apport 

de nouveaux marqueurs. En on observe que sur les 8 « faux positifs » recensés seulement 

un, a été observé après ajout des marqueurs CD58 et CD123. 

La principale difficulté en CMF ressortant de cette étude correspond à la difficulté de 

différencier les hématogones des blastes pathologiques. Il a été impossible de rendre une 

MRD positive ou négative pour 10 prélèvements s’expliquant par la similitude du phénotype 

des blastes mis en évidence au diagnostic avec le phénotype des hématogones. On peut 

cependant observer qu’aucune MRD n’a posé de problème de discrimination après octobre 

2016.  
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Différentes améliorations de la technique ont été mises au point pour expliquer cela : 

 Amélioration des connaissances de l’hématogone et de son évolution phénotypique :  

Ce sont des cellules présentes à l’état normal dans la moelle osseuse, et le reflet de la 

maturation cellulaire lymphoïde B. Ils sont plus particulièrement présents dans les 

moelles d’enfants et dans les moelles en phase de régénération post-aplasie ou 

postgreffe de CSH. Ils sont caractérisés par un continuum de maturation des premiers 

précurseurs de la lignée B vers les lymphocytes B matures.  

Plusieurs stades de maturation sont décrits dans la littérature, mais il s’agit là d’un 

découpage évolutif, car il n’existe pas un phénotype figé mais plutôt une évolution 

dynamique des antigènes de manière continue (74) (Figure 41). 

 Hématogone de stade 1 (stade précoce) : ils expriment les marqueurs d’immaturité 

TdT et le CD34. De plus, ils expriment le CD19, CD22 faible, un CD10 fort et un CD45 

faible.  Le CD20 n’est pas exprimé. 

 Hématogone de stade 2 (intermédiaire) : augmentation progressive de l’expression du 

CD45, du CD19, CD20 et du CD22 et perte d’expression des marqueurs TdT et CD34. 

Le CD 10 diminue progressivement et le CD38 est un peu moins fort.  

 Hématogone de stade 3  (tardif) : le CD10 diminue et sa négativité signera le passage 

en lymphocyte mature, le CD 38 est faiblement exprimé (sauf pour les plasmocytes). 

Le CD20 et 22 sont fortement exprimés. Apparition progressive des 

immunoglobulines exprimées à la surface.  
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Figure 41 Exemple d'analyse en CMF de moelle osseuse montrant l'évolution phénotypique de l'hématogone (74)  
H1 en vert foncé : stade 1  H2 et H3 en vert clair : stade 2 et 3   LyB en bleu : Lymphocytes matures 
 
 

 Le merging :  

Il s’agit d’une fonctionnalité du logiciel Kaluza permettant de fusionner les données 

issues de plusieurs moelles dites normales (dont les moelles post-chimiothérapies en phase 

de régénération) afin de disposer d’une banque de données servant de référentiel. On 

obtient ainsi une moelle virtuelle unique constitué d’un panel complet de marqueurs 

illustrant la voie de maturation des cellules lymphoïdes (notamment l’évolution de 

l’hématogone) que l’on confronte à notre moelle d’intérêt. Cela permet une meilleure 

discrimination entre l’hématogone de régénération et le blaste. Enfin, on peut constater des 



129 
 

variations dans l’intensité d’expression des LAIP entre le diagnostic et le suivi de la MRD 

(parfois chimio-induit) pouvant rendre l’identification des cellules blastiques moins évidente, 

si on se réfère au profil de base des blastes du diagnostic. Ainsi la superposition du 

phénotype d’intérêt aux moelles non pathologiques permet de mieux déceler ces 

phénomènes de modulation antigénique et d’éviter de rendre un faux négatif.   

 Ajouts des marqueurs CD58 et CD123 

Ces marqueurs dont l’utilité a été démontrée (65) (64) participent à une meilleure 

discrimination entre blastes et hématogones en augmentant la spécificité des LAIP. Ils 

participent à une meilleur caractérisation du phénotype du blaste ainsi on peut voir dans 

notre étude, qu’après ajout de ces deux marqueurs aucun résultat n’a été rendu 

« ininterprétable en raison de la non distinction entre le profil phénotypique du blaste et de 

l’hématogone ».   
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IX. PERSPECTIVES  

 

1. Axes d’amélioration de la technique  

1.1. Standardisation  

Il existe un manque de standardisation sur de nombreux aspects : préparation des 

échantillons, types de cytomètres, choix des panels d’anticorps utilisés, seuils de 

quantification, stratégie d’analyse. L’innovation et la complexité croissantes des cytomètres 

avec l’analyse possible en 10 couleurs (bientôt 13 couleurs) et la diversité des réactifs 

disponibles rendent nécessaire la définition de stratégies pour aboutir à une bonne 

reproductibilité inter-laboratoires. 

Ainsi il existe déjà un certain nombre d’études ayant réalisé des essais multicentriques dans 

le but de standardiser l’analyse (75) (76) (77). Ces études confirment la capacité à obtenir 

des résultats satisfaisants en termes de sensibilité et reproductibilité.  

En France le Groupe d’Etude Immunologique des Leucémies (GEIL) travaille sur 

l’harmonisation des centres Français à travers les réglages et le suivi des performances des 

cytomètres avec notamment des procédures concernant le passage des billes Flow-Set Pro 

pour une standardisation des systèmes, l’utilisation de contrôle de qualité ou encore 

l’uniformisation du traitement des échantillons avant analyse. 

Le consortium EuroFlow est un réseau européen crée dans le but d’optimiser et standardiser 

les analyses en CMF. Il travaille sur la standardisation des paramétrages des automates de 

cytométrie, la préparation des échantillons, les procédures d'immunomarquage, ainsi que 

l’analyse automatisée des données. L’équipe de Theunissen et al en collaboration avec 

Euroflow a réalisé une étude en deux phases. La première phase a permis d’établir un 
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protocole visant à comparer les différents panels d’anticorps afin de choisir les anticorps les 

plus adaptés dans la discrimination des blastes de LAL B et les précurseurs hématopoïétiques 

de régénération. Une fois ce panel défini, il a été utilisé dans une étude de comparaison de 

la MRD entre les techniques de CMF et BM. Le taux de concordance obtenu est de 93% avec 

une sensibilité similaire entre les deux techniques (proche de 10-5) et l’acquisition de plus de 

4.106 de cellules (77).  

La standardisation de la technique devient de plus en plus importante pour assurer la 

reproductibilité des résultats entre différents laboratoires afin d’intégrer la mesure de la 

MRD par CMF dans les essais cliniques. La poursuite de cette collaboration entre différents 

réseaux reste donc indispensable. 

1.2. Apport de nouveaux marqueurs 

Les marqueurs CD123 et CD58 ont considérablement amélioré la caractérisation des 

cellules blastiques par rapport aux hématogones en obtenant des LAIP plus spécifique.  

L’antigène CD81 est une molécule de surface qui régule l’expression du CD19 et forme un 

complexe moléculaire CD19-CD21-CD81 impliqué dans la transduction du signal des cellules 

B (78). Il est classiquement fortement exprimé par les hématogones de stade 1 et son 

expression diminue avec la maturation. Muzzafar et al a mis en évidence la sous-expression 

du CD81 dans les lymphoblastes des LALB en particulier pour les cas CD34 positif (78).  

Il est important de prendre en compte également l’intensité de fluorescence des marqueurs 

comme le montre l’étude de Nagant et al. Elle propose l’utilisation d’un ratio de l’intensité 

moyenne de fluorescence CD81/CD58. Une sous expression du CD81 associée à une 

hyperexpression du CD58 serait en faveur d’un profil pathologique. Le ratio CD81/58 étant 

proche de 0.2 pour des lymphoblastes de LAL B et très élevé (>300) pour les hématogones. 

Cette approche constitue un outil supplémentaire pour discriminer ces deux populations 

(79).   
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Le CD66c est un marqueur de cellules myéloïdes, dont l’expression augmente après 

l’activation cellulaire. Son expression dans les LAL B est associée à la présence de BCR-ABL1 

ou d’une hyperdiploïdie bien que non spécifique d’une anomalie moléculaire (80). Il s’agit 

d’un marqueur myéloïde fréquemment exprimé par les lymphoblastes dans les LAL B de 

l’enfant (81).  

1.3. Fonctionnalités des logiciels de traitement de données.  

La cytométrie en flux a connu une forte évolution technologique à la fois au niveau 

des cytomètres mais aussi de la variété des fluorochromes disponibles. L’analyse s’est donc 

complexifiée rendant les données plus difficiles à interpréter. Les nouveaux logiciels 

permettent de prendre en compte ces nouveaux éléments. Ainsi le logiciel Kaluza® intègre 

de nouvelles fonctionnalités pas encore utilisées en routine car l’exploitation de ces données 

reste complexe et requiert une formation bio-informatique approfondie. En voici deux 

exemples :  

1.3.1. Radar plot  

Le radar plot permet d’afficher en 2 dimensions les évènements présents dans un espace à N 

dimensions, chaque dimension correspondant à un paramètre mesuré pour chaque cellule 

(SSC, FSC, CD). Cela facilite la visualisation des résultats d’un immunophénotypage complexe 

en rassemblant un maximum de marqueurs  sur un même graphique alors que 

classiquement cela requiert l’analyse de nombreux histogrammes biparamétriques. Cela 

peut également favoriser la séparation des différentes populations, l’opérateur pouvant lui-

même modifier le nombre d’axes et leur positionnement. 

On peut également réaliser des fenêtres sur ce Radar Plot (Figure 42) : cela permet alors de  

visualiser les populations d’intérêt sur les autres histogrammes. En faisant bouger une 

fenêtre sur le Radar Plot, on peut suivre l’évolution des différents marqueurs. Ainsi pour une 

population cellulaire donnée on pourrait étudier l’évolution de ses marqueurs. Dans le cadre 

de recherche de MRD cela parait intéressant pour étudier la voie de maturation des 
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lymphoblastes. Mais cette technique demande du temps supplémentaire et une expérience 

suffisante pour pouvoir l’exploiter pleinement.  

 

Figure 42 Exemple de radar plot avec fenêtrage sur les populations X et Y (Instructions for use Kaluza Flow Cytometry 
Analysis Software) 

 
 
 

1.3.2. SPADE 

SPADE (Spanning-tree Progression Analysis of Density-normalized Events) est une nouvelle 

approche dans l’analyse des nuages de points sous forme d’arbre en plusieurs dimensions. Il 

s’agit de la représentation de l’intensité d’expression d’un marqueur sur les cellules 

analysées, reflet de l’hétérogénéité cellulaire dans le but de comparer ce profil à un profil 

témoin. Dans le cadre des LAL B, cet outil pourrait être intéressant pour différencier une 

cellule leucémique d’un hématogone.   
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Figure 43 Exemple de représentation SPADE (82) 

 

Dans cette exemple on peut visualiser les populations de cellules B matures au niveau des 

deux branches à l’extrême nord-ouest, exprimant à la fois le CD20 et le CD19 et de manière 

exclusive, la chaine Kappa ou Lambda. La branche la plus au sud exprimant le CD19 mais pas 

les marqueurs / et CD20, représente les cellules B immatures.  
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2. Apport du Next generation sequencing (NGS)   

Le NGS ou séquençage haut débit, est une technique qui permet le séquençage rapide de 

gènes entiers (exon + intron) et d’augmenter la sensibilité de détection des mutations. 

Actuellement, le NGS peut être utilisé dans diverses approches : séquençage du génome 

complet, de l’exome, analyses de transcriptome et du méthylome, étude de la variabilité 

génétique et des polymorphismes, ou enfin reséquençage ciblé d’un panel de gènes ou de 

régions spécifiques d’un panel de gènes (83). 

Son utilisation en hématologie a permis de découvrir de nouvelles mutations  (ex : mutation 

IDH1 dans les LAM) et de montrer l’importante hétérogénéité clonale puisque la technique 

permet une quantification précise du pourcentage d’allèles mutés et une estimation des 

populations clonales tumorales (83). 

En caractérisant le répertoire des séquences d’IgH dans cinquante et un échantillons 

diagnostiques de LAL-B pédiatriques, Gawad et al ont pu montrer que les cellules B 

précurseurs continuaient leur recombinaison du gène IgH après la transformation 

leucémique. Cette évolution des séquences d’IgH suit un modèle d’exclusion allélique 

puisqu’un seul des deux loci d’IgH réarrangés montre une recombinaison en cours. La 

majorité de ces sous-clones évolués sont retrouvés à une faible fréquence et sont donc 

indétectables par les techniques standard de diagnostic (84). 

Les différentes études ont montré une forte corrélation quantitative et qualitative entre les 

résultats obtenus en NGS en comparaison avec la CMF avec une meilleure sensibilité (85) 

(86). Cette technique émergente et prometteuse présente plusieurs inconvénients : analyse 

bioinformatique complexe, couteuse et peu accessible actuellement. Enfin, il reste encore à 

préciser dans de nouvelles études si la recherche et quantification de très faibles fréquences 

alléliques constituent un réel intérêt dans la prise en charge clinique du patient.    
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X. CONCLUSION 

L’évaluation de la maladie résiduelle dans les LAL B et plus généralement dans les 

hémopathies malignes tient une place importante dans l’évaluation du risque de rechute et 

la stratification thérapeutique. Ainsi, des seuils décisionnels de MRD sont établis dans les 

protocoles thérapeutiques et repose actuellement sur les résultats obtenus en biologie 

moléculaire. Celle-ci est la technique de référence mais cette technique possède quelques 

limites : le délai de rendu de résultats, le coût, elle n’est pas applicable à l’ensemble des 

patients les risques de faux positif par amplification non spécifique ou encore de faux négatif 

par évolution clonale.  

C’est pourquoi le développement et l’amélioration de la technique de cytométrie en flux 

reste indispensable comme le montre les résultats de notre étude comparative.  En  effet, 

avec une concordance observée de 81% entre les deux, et après analyse des discordances, il 

apparait que ses deux techniques s’avèrent complémentaires. Tout d’abord la technique de 

CMF permet de pallier une absence de marqueurs identifiables en biologie moléculaire dès 

le diagnostic ou lors d’un phénomène d’évolution clonale des cibles IGH/TCR. La BM peut 

également être mise à défaut lors d’un problème analytique (échec d’extraction d’ADN ou 

de séquençage par exemple). De l’autre côté la technique de BM est plus sensible 

notamment parce qu’elle a besoin de moins de cellules clonales pour obtenir une MRD 

positive (20 cellules nécessaires en CMF) et cela s’avère utile en cas d’hémodilution partielle 

du prélèvement. La BM n’est également pas confronté à un défaut de spécificité lorsque 

l’immunophénotype du blaste est similaire à celui des hématogones. 

Ces deux techniques présentent donc des spécificités et leur complémentarité parait 

intéressante dans le but d’obtenir une maladie résiduelle la plus fiable possible afin de 

permettre une prise en charge optimale du patient.  
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Annexe  1 Recueil des données clinico-biologiques de l'étude (simplifié) 
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RESUME 

INTRODUCTION : La quantification de la maladie résiduelle (MRD) est un outil devenu indispensable dans 

la prise en charge des hémopathies. Elle permet d’évaluer l’efficacité du traitement mis en place, de 

prédire le risque de rechute et est ainsi utilisée dans la stratification thérapeutique. Les techniques mises 

en place doivent donc répondre à des exigences en termes de sensibilité, de spécificité et de rapidité de 

rendu de résultats. La biologie moléculaire est la méthode de référence de par son très bonne sensibilité 

et un bon niveau de standardisation cependant, elle reste une technique complexe, coûteuse et peu 

adaptée à une prise de décision rapide. Ceci justifie le besoin d'envisager d'autres techniques comme la 

cytométrie en flux. Ses performances se sont améliorées par le développement de nouveaux automates 

multiparamétriques et les logiciels d’analyses.  

MATERIELS ET METHODES : Notre étude consistait à comparer les résultats de maladie résiduelle obtenus 

en cytométrie en flux au laboratoire d’hématologie du CHU de Rouen à ceux obtenus en biologie 

moléculaire (Recherche et quantification des réarrangements des gènes IGH/TCR) au laboratoire 

d’hématologie du CHRU de Lille. Nous avons analysés 76 MRD pour 35 patients atteints de leucémie aiguë 

lymphoblastique B hospitalisés entre avril 2014 et janvier 2018 dans le service d’hémato-immuno-

oncologie pédiatrique du CHU de Rouen. 

RESULTATS : Après analyse qualitative des résultats, on obtient une concordance observée de 84% avec 

un indice Kappa à 0,46. L’analyse quantitative des MRD positives montre une corrélation significative 

entre la CMF et la BM. L’analyse des discordances a permis de mettre en évidence des résultats faux 

négatifs en CMF par défaut de sensibilité ou des faux positifs en CMF par défaut de spécificité du LAIP. 

Une partie des discordances sont en faveur de faux négatifs en BM dont l’origine probable concerne 

l’émergence d’un sous clone différent du profil initial.  

CONCLUSION : Ces deux techniques présentent donc des spécificités et leur complémentarité parait 

intéressante dans le but d’obtenir une maladie résiduelle la plus fiable possible afin de permettre une 

prise en charge optimale du patient.  
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