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I. Introduction 

A. Généralités des LAM 

1. Définitions des leucémies aiguës (LA) 

Les leucémies aiguës représentent 10 à 15% des hémopathies malignes. Ce sont des 

proliférations clonales de cellules progénitrices hématopoïétiques aboutissant à leur 

accumulation dans la moelle, le sang et parfois d’autres organes. Ces progéniteurs, 

anormalement arrêtés à différent stade de différenciation, peuvent être d’origine myéloïde ou 

plus rarement lymphoïde et donner respectivement des leucémies aiguës myéloïdes (LAM) ou 

des leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL). Les LAM constituent un groupe très hétérogène 

d’hémopathies malignes tant sur le plan clinique que sur le plan biologique. En effet, de 

nombreux sous-types cytologiques et des caractéristiques immuno-phénotypiques, 

cytogénétiques et moléculaires très différentes selon les patients sont observées. Actuellement, 

les mutations fréquemment rencontrées dans les LAM ont été divisées en huit catégories 

fonctionnelles principales responsables du processus de leucémogenèse. (1–3). 

2. Facteurs de risque 

Plusieurs facteurs de risque impliqués dans la survenue de cette pathologie ont été 

identifiés tels que l’âge, l’exposition aux radiations ionisantes, aux produits chimiques comme 

le benzène, les pesticides ou la cigarette. Les antécédents personnels d’autres pathologies 

hématologiques comme les syndromes myéloprolifératifs (SMP) ou les syndromes 

myélodysplasiques (SMD) peuvent engendrer secondairement des LAM tout comme 

l’administration de chimiothérapies cytotoxiques. Les patients possédant certaines anomalies 

génétiques constitutionnelles telles que le syndrome de Down (trisomie 21) sont plus à risque 

de développer des leucémies aiguës (4). 

3. Epidémiologie 

En France, le nombre de nouveaux cas de LAM en 2018 est estimé à 3428 soit des taux 

d’incidence standardisés sur la population mondiale de 3,1 pour 100 000 hommes et de 2,3 pour 

100 000 femmes. Bien que les LAM puissent survenir à tout âge, elles touchent principalement 

les personnes âgées avec un âge médian au diagnostic de 70 ans. L’incidence augmente avec 

l’âge. Par exemple pour les hommes, elle passe de 1,5/100 000 habitants à 30 ans à 17,4/100 

000 habitants à 70 ans (5) (Figure 1).  
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Figure 1 : Incidence des LAM selon la classe d'âge en France en 2018 (5) 

 

4. Aspects cliniques 

 La présentation clinique des LAM est diverse et peu spécifique. Les principaux signes 

cliniques sont liés aux cytopénies, conséquence de l’insuffisance médullaire induite par 

l’envahissement blastique. En cas d’atteinte de la lignée érythrocytaire, le patient peut présenter 

un syndrome anémique caractérisé par une pâleur cutanéo-muqueuse, une dyspnée et une 

asthénie importante du fait de l’installation rapide de l’anémie. L’atteinte de la lignée 

plaquettaire se manifeste par un syndrome hémorragique cutanéo-muqueux et l’atteinte de la 

lignée leucocytaire, en particulier les granuleux par une susceptibilité accrue aux infections. 

Moins fréquemment, un syndrome tumoral peut être observé. En effet, l’infiltration extra-

médullaire blastique peut conduire à diverses manifestations comme une splénomégalie, une 

hépatomégalie ou des adénopathies. Dans les cas de leucémies aiguës hyperleucocytaires 

(>50G/L), il existe un risque de leucostase au niveau pulmonaire et cérébral (6). 

5. Aspects biologiques 

a. Hémogramme 

La numération est un examen d’orientation important au diagnostic. On retrouve dans 

la majorité des cas une anémie d’origine centrale, normochrome normocytaire arégénérative. 

Une thrombopénie plus ou moins profonde est fréquemment observée, secondaire à un 

envahissement médullaire blastique et pouvant être associé dans certains cas à une 

consommation plaquettaire périphérique à cause d’une coagulation intra-vasculaire disséminée 
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(CIVD). La numération leucocytaire est variable, pouvant aller de la leucopénie franche à une 

leucocytose majeure (>100G/L) souvent associée à une neutropénie. La présence de blastes 

dans le sang périphérique est variable en fonction de la LA. 

Le frottis sanguin et/ou médullaire coloré au May Grumwald Giemsa (MGG) permet 

d’apprécier la présence des blastes. Il s’agit de cellules de taille variable, à haut rapport nucléo-

cytoplasmique, noyau souvent nucléolé avec une chromatine fine et un cytoplasme basophile. 

La présence de granulations ou de corps d’Auer dans le cytoplasme de ces cellules peut être 

observée et permet d’orienter vers le caractère myéloïde de la leucémie aiguë. L’ELN 

(European LeukemiaNet) recommande un compte sur au moins 200 cellules (7). 

b. Myélogramme  

i. Analyse cytologique 

Le myélogramme est indispensable au diagnostic même si on retrouve plus de 20% de 

blastes circulant. La lecture des frottis médullaires permet de confirmer le diagnostic et 

d’apporter des renseignements sur les autres lignées hématopoïétiques. Il est parfois possible 

de donner une première orientation de lignée comme par exemple la présence d’une composante 

monocytaire et ainsi classer cytologiquement la leucémie. L’ELN recommande un compte sur 

au moins 500 cellules. Une LA est définie par plus de 20% de blastes dans le sang ou dans la 

moelle osseuse, excepté pour les LA avec t(15 ;17), t(8 ;21) ou inv16 où ce seuil n’est pas 

obligatoire pour affirmer une LA (7,8). 

ii. Analyse immunophénotypique 

L’étude immunophénotypique consiste en la caractérisation de différents antigènes 

présents à la surface des blastes ou en intra-cytoplasmique grâce à l’utilisation d’anticorps 

monoclonaux couplés à un fluorochrome. Dans un premier temps, son but est d’attribuer les 

blastes à une lignée afin de distinguer les LA myéloïdes des LA lymphoïdes et également de 

détecter les LA mixtes, biphénotypiques ou biclonales. Il est aussi important d’affiner ce 

diagnostic en déterminant le stade de différenciation des blastes ainsi que les différentes 

composantes de la LAM (monocytaire, mégacaryocytaire, érythroblastique) (Tableau 1) (7). 
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Tableau 1: Principaux marqueurs des précurseurs myéloïdes et des lignées granuleuse, monocytaire, mégacaryocytaire et 

érythroïde utilisés en immunophénotypage au diagnostic des LAM, issus des recommandations de l’ELN 2017 

 

Un autre objectif important de l’immunophénotypage au diagnostic est de détecter des 

expressions aberrantes de certains antigènes à la surface des blastes afin de pouvoir suivre la 

maladie résiduelle minimale/mesurable (MRD). Cette partie sera détaillée dans le paragraphe 

« §I.B Evaluation de la MRD dans les LAM ». 

iii. Analyse cytogénétique 

La réalisation d’un caryotype est indispensable au diagnostic de toutes LA. En effet, 

depuis la révision de la classification de l’organisation mondiale de la santé (OMS) en 2016 (8), 

certaines anomalies génétique récurrentes entrent dans la classification des LAM ainsi que dans 

la stratification du risque pronostique (§I.A.6 Classification). De plus, les anomalies 

caryotypiques telles que les t(8 ;21), t(15 ;17) et t(16 ;16) sont exemptées du seuil de 20% de 

blastes dans la moelle osseuse ou le sang pour affirmer le diagnostic de LAM. En cas 

d’anomalies cryptiques, des analyses plus ciblées sont effectuées telles que les analyses par 

FISH (Fluorescence In Situ Hybridization). 

iv. Analyse moléculaire 

L’étude des anomalies moléculaires est également primordiale au diagnostic et 

comprend la recherche de mutations de gènes, la surexpression de gènes et la présence de 

transcrits de fusion, reflet des translocations chromosomiques. Leur identification participe aux 

classifications diagnostiques et pronostiques des LAM (§I.A.6 Classification) et certaines sont 

utiles au suivi de la maladie résiduelle (§I.B Evaluation de la MRD dans les LAM). De plus, de 

nouvelles thérapeutiques en cours de développement ciblent certaines anomalies moléculaires 

telles que les inhibiteurs de FLT3 ou d’IDH1 et IDH2. 
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6. Classification 

a. Classification diagnostique 

En 1976, un groupe de travail a proposé une classification diagnostique pour les LAM 

reposant sur les caractéristiques morphologiques et cytochimiques des blastes, la classification 

FAB (Franco-Américano-Britanique) (9). Avec le développement de nouvelles techniques et 

notamment la biologie moléculaire, l’OMS a proposé une nouvelle classification en 2008 qui a 

été révisée en 2016. Elle intègre les caractéristiques cliniques, morphologiques, 

immunophénotypiques, cytogénétiques et moléculaires afin de définir des entités cliniquement 

pertinentes (8). Elle comprend six entités principales, les LAM avec anomalies génétiques 

récurrentes, les LAM avec modifications liées à la dysplasie, les LAM secondaires aux 

traitements, les LAM sans critères spécifiés (NOS) reprenant les critères FAB, les sarcomes 

myéloïdes et les proliférations myéloïdes associées au syndrome de Down (Tableau 2). 

Tableau 2: Classification OMS 2016 des LAM et néoplasies associées (8) 
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b. Classification pronostique 

L’identification des facteurs pronostiques a pour but de stratifier les patients en fonction 

de leur résistance au traitement et du risque de mortalité. Un âge avancé est connu pour être un 

facteur de moins bon pronostic mais la santé générale du patient et ses comorbidités modulent 

les effets de l'âge sur la tolérance de la chimiothérapie. De plus, les antécédents personnels de 

SMD, SMP et d’expositions à un traitement cytotoxique augmentent la probabilité de résistance 

au traitement (4). Des études récentes ont montré que les anomalies génétiques avaient une 

place majeure dans la survie globale et dans la survie sans rechute des patients atteints de LAM 

(10,11). L’ELN 2017 a proposé la stratification du risque par les anomalies génétiques en 3 

catégories, pronostic favorable, intermédiaire et mauvais pronostic (Tableau 3) (7). 

Tableau 3: Stratification pronostique par les anomalies génétiques selon l'ELN 2017 

 

7. Traitement 

a. Chimiothérapie intensive 

i. Phase d’induction 

 Le but du traitement est d’obtenir une rémission complète, estimée entre 60 et 80% chez 

les patients jeunes et entre 40 et 60% chez les patients âgés (12). L’évaluation initiale du patient 

permet de déterminer s’il est éligible à une chimiothérapie intensive. L’âge n’est pas le seul 

critère pris en compte dans les choix thérapeutiques. D’autres facteurs pronostiques sont 

considérés comme les anomalies moléculaires ou les comorbidités (13). Le schéma 
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thérapeutique de la phase d’induction est le même pour tous les patients avec 3 jours 

d’anthracycline (agent intercalant) et 7 jours de cytarabine (analogue nucléosidique de la 

pyrimidine) appelé communément le protocole 3+7 (12,14). 

ii. Phase de consolidation 

 La phase de consolidation comprend 2 types de traitement, la chimiothérapie 

conventionnelle et la greffe de cellules souches hématopoïétiques. Le choix de la stratégie 

thérapeutique de consolidation tient compte de l’âge du patient et de la stratification du risque 

basée sur la génétique. La chimiothérapie conventionnelle repose sur une monothérapie de 

cytarabine à dose intermédiaire entre 2 et 4 cycles. Cette option est recommandée pour les 

patients avec un risque favorable selon l’ELN et pour les patients jeunes avec risque 

intermédiaire. L’allogreffe quant à elle est à privilégier pour les patients jeunes présentant un 

risque défavorable. C’est en effet le traitement qui offre le meilleur moyen de conserver une 

rémission durable mais il est lié à une importante morbidité et mortalité et doit donc tenir 

compte des caractéristiques génétiques ainsi que des facteurs du patient, du donneur et  du 

greffon (7,14). 

b. Chimiothérapie non intensive 

 Certains patients ne toléreront pas une chimiothérapie intensive. Les alternatives 

possibles sont des soins de soutien tel que l’hydroxyurée, des chimiothérapies de faible intensité 

comme l’azacytidine, decitabine, cytarabine ou des essais cliniques avec des médicaments 

expérimentaux (7,14). 

c. Thérapies innovantes 

 Des thérapies innovantes sont en cours de développement pré-clinique ou clinique. Elles 

peuvent être classées en inhibiteurs de protéine kinase (inhibiteurs FLT3), modulateurs 

épigénétiques (inhibiteurs IDH1), nouveaux agents cytotoxiques (vosaroxine), inhibiteurs 

mitochondriaux (inhibiteurs bcl-2), thérapies ciblant des protéines oncogènes spécifiques 

(ciblage NPM1), immunothérapies cellulaires (CART cell) et thérapies ciblant le 

microenvironnement de la LAM (antagonistes CXCR4) (7,14). 
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B. Evaluation de la MRD dans les LAM 

1. Généralités 

a. Définition 

Depuis les années 60 (15), le statut de rémission complète (RC) repose sur la cytologie dans 

la moelle osseuse en microscopie optique après la mise en place du traitement. La rémission 

complète est définie par l’ELN 2017 selon les critères suivants : 

- Moins de 5% de blastes dans la moelle osseuse 

- Absence de blastes circulants ou de blastes avec corps d’auer 

- Absence d’atteinte extramédullaire 

- Polynucléaires neutrophiles (PNN) > 1G/L et plaquettes > 100G/L. Si un de ces critères 

est absent, on parle de RC avec récupération hématologique incomplète. 

L’émergence de nouvelles techniques telles que la cytométrie en flux et la biologie 

moléculaire, plus sensibles que l’analyse cytologique a fait naître dans les années 90 la notion 

de maladie résiduelle minimale/mesurable ou MRD (16). Elle permet donc de détecter la 

présence éventuelle de cellules leucémiques avec une meilleure sensibilité que les analyses par 

microscopie optique (avec une sensibilité de 10-4 à 10-6 contre 10-2 pour la morphologie 

standard) (17). 

Différentes raisons d'appliquer la détection de la MRD dans les LAM sont décrites : 

- Fournir une méthodologie objective pour établir un statut de rémission complète avec 

une meilleure sensibilité, 

- Evaluer la réponse au traitement en vue d’une stratification thérapeutique, 

- Identifier une rechute imminente et permettre une intervention précoce, 

- Evaluer en pré-greffe le risque de rechute et la survie globale et en post greffe pour 

permettre une surveillance plus robuste (17). 

 

b. Applications cliniques 

La détection de la MRD est utile dans l’évaluation de la réponse au traitement en vue 

d’une stratification thérapeutique en fonction du risque de rechute et de la survie globale. La 

cinétique de diminution de la MRD est le reflet de la chimiosensibilité des cellules leucémiques. 

Le but du traitement d’induction est d’obtenir une rémission complète cytologique mais elle 
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peut tout de même représenter une masse tumorale encore importante (jusqu’à 109 cellules). Le 

traitement de consolidation a pour but d’éliminer les cellules tumorales restantes (Figure 2) 

(18). Dans le cas contraire, les cellules leucémiques résiduelles pourront être à l’origine de 

rechutes pouvant suivre deux principaux schémas d'évolution clonale : le clone initiateur de la 

tumeur primaire a obtenu des mutations et a évolué vers le clone de rechute, ou un sous-clone 

a survécu au traitement initial et a gagné des mutations supplémentaires afin d’aboutir à la 

rechute (2). 

Figure 2 : Représentation schématique de différentes évolutions de la MRD dans les LAM après traitement intensif, ainsi 

que les indications du suivi de la MRD en fonction du temps de prélèvement (18). 

 

De nombreuses études ont évalué l’utilité de la MRD dans le suivi des LAM et ont montré 

son potentiel à prédire le risque de rechute et la survie globale (17,19). Les analyses multivariées 

de certaines études révèlent que la MRD, évaluée par CMF ou biologie moléculaire, semble 

être un bon indicateur pronostique indépendant qui permettrait d’ajuster la surveillance et le 

traitement des patients (17). 

L’ELN 2017 a d’ailleurs intégré la MRD dans les critères de réponses au traitement. 

Ainsi, la distinction se fait entre une RC avec MRD- et une RC avec MRD+ dont les patients 

présentent des rechutes plus fréquentes (Tableau 4). 
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Tableau 4 : Critères de réponse aux traitements dans les LAM selon l'ELN 2017 

 

L’évaluation de la MRD est également utile dans la détection précoce des rechutes. Selon 

l’ELN 2017, on distingue la rechute cytologique ou hématologique de la rechute moléculaire. 

La rechute cytologique est définie par la présence de plus de 5% de blastes dans la moelle 

osseuse ou la réapparition de blastes circulants dans le sang périphérique ou une manifestation 

extra-médullaire de la maladie. La rechute moléculaire quant à elle est définie par la 

réapparition de la MRD par CMF ou biologie moléculaire (Tableau 5). L’ELN 2018 précise 

que la rechute moléculaire correspond à une augmentation d’un log entre deux prélèvements 

positifs chez un patient en RC moléculaire initiale. Du fait des techniques plus sensibles qui 

l’explore, la MRD moléculaire se positive plus précocement que la MRD cytologique ce qui 

permet une surveillance accrue du patient et donc une prise en charge thérapeutique plus rapide. 

Tableau 5 : Critères de rechute hématologique et moléculaire dans les LAM selon l'ELN 2017 

 

Des études suggèrent qu’une MRD positive avant une allogreffe est un important facteur 

prédictif de rechutes et de survie globale après la greffe (20). 
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2. Les techniques d’évaluation de la MRD 

La MRD est évaluée en pratique quotidienne par le pourcentage de cellules blastiques 

sur le myélogramme en fin de cure. Cependant cet examen est peu sensible et difficile à 

interpréter (moelle de richesse variable, myéloblastes de régénération non pathogènes…). De 

ce fait, différentes techniques de sensibilité, d’avantages et d’inconvénients variables se sont 

développées afin d’évaluer la MRD. Les deux méthodes les plus couramment appliquées sont 

la cytométrie en flux (CMF) et la PCR quantitative en temps réel (RQ-PCR). Des technologies 

plus récentes sont en train d’émerger, notamment le séquençage de nouvelle génération (NGS) 

et la PCR digitale (Figures 3 et Tableau 6) (18). 

Figure 3 : Comparaison de la sensibilité des différentes techniques utilisées pour le suivi de la MRD (18). 

 

Tableau 6 : Comparaison des différentes méthodes d'évaluation de la MRD selon Dix et al. (21) 

Méthodes 

d’évaluation 

de la MRD 

 

Sensibilité 

 

Avantages 

 

Inconvénients 

 

 

CMF-LAIP 

 

 

10-3 à 10-5 

- Sensibilité 

- Faisabilité 

- Applicable >90% des patients 

- Délai de traitement rapide 

- Analyse au diagnostic nécessaire 

- Large panel d’AC requis 

- Ne tient pas compte des 

modifications phénotypiques 

- Standardisation limitée 

 

 

 

CMF-DfN 

 

 

 

10-3 à 10-5 

- Sensibilité 

- Analyse au diagnostic non nécessaire 

- Modifications phénotypiques 

n’interfèrent pas avec les résultats 

- Applicable >90% des patients 

- Délai de traitement rapide 

 

 

- Opérateur expérimenté nécessaire 

- Standardisation limitée 

 

 

RQ-PCR 

 

 

10-4 à 10-6 

 

- Sensibilité 

- Standardisation 

- Cibles présentes chez seulement 30 

à 60% des patients 

- Plusieurs mutations ne peuvent être 

suivies 

- Analyse longue 
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Les critères de choix pour l’utilisation d’un marqueur dans le suivi de la MRD sont : 

- Sa sensibilité et sa spécificité vis-à-vis de la maladie 

- Sa stabilité entre le diagnostic et la rechute 

- Son applicabilité à un grand nombre de patients 

- Sa détection possible dans un laboratoire de routine 

- Son coût acceptable (22). 

a. Evaluation de la MRD par cytométrie en flux 

i. Approches LAIP (Leukemia Associated Immunophenotype) et DfN (Different 

from normal) 

Ces deux approches sont assez similaires et font appel toutes deux à l’identification 

d’aberrations de différenciation ou de maturation des blastes du patient par rapport à une moelle 

normale. L’évaluation de la MRD par CMF est informative chez environ 90% des patients 

(1,23). 

Les aberrations immunophénotypiques sont de 4 types : les infidélités de lignées 

(expression de marqueurs des lignées B, T ou NK tels que le CD7, CD19, CD56), les 

expressions asynchrones d’antigènes de maturation (expression de marqueurs de maturité ou 

d’immaturité aberrants par rapport au stade de maturation de la cellule, par exemple la 

coexpression du CD34+ et du CD14+), la surexpression d’antigène et la perte ou diminution 

d’expression d’antigène (23) (Tableau 7). 

Tableau 7 : Fréquence des différents types de LAIP dans les LAM (24) 

Type de LAIP Fréquence Exemple 

Infidélités de lignées 30-40% CD19 CD2 CD7 

Asynchronisme de maturation 60-70% CD34 CD14 

Surexpression 20-30% CD34 CD13 CD33 

Perte/diminution d’expression 20-30% HLA-DR CD33 CD13 

 

Pour être considéré, un LAIP doit être présent sur au moins 10% des blastes et être absent 

ou très peu exprimé dans la moelle osseuse des patients sains. Plus un LAIP est présent dans 

une moelle normale, moins il sera sensible. (1,25) (Tableau 8). 
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Tableau 8 : Fréquence des LAIP dans les moelles osseuses et sang périphérique normaux (25) 

 

L’approche LAIP identifie ces aberrations au diagnostic et les suit tout au long de la 

maladie. Le phénotype au diagnostic est de ce fait indispensable. Elle permet d’obtenir un 

phénotype blastique spécifique d’un patient qui sera suivi au cours de son traitement. Le 

principal inconvénient de cette approche est qu’elle peut être mise à défaut en cas de 

modification des LAIP pouvant survenir après une chimiothérapie ce qui peut conduire à des 

faux négatifs (22). 

L’approche DfN est basée sur l’indentification de ces aberrations par comparaison à une 

moelle normale à tout moment du suivi du patient, sans tenir compte du phénotype au 

diagnostic. Cette méthode s’affranchit des limitations de l’approche LAIP causées par les 

modifications immunophénotypiques des blastes au cours du traitement mais nécessite une 

expertise importante notamment dans la connaissance de la maturation physiologique des 

cellules myéloïdes (22). 

L’ELN préconise tout de même l’utilisation combinée de ces deux méthodes pour une 

sensibilité optimale et a publié des recommandations concernant l’utilisation d’un panel 

commun d’anticorps dans le but d’harmoniser les pratiques (Figure 4) (17). 
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Figure 4 : Recommandations de l'ELN pour évaluer la MRD des LAM (17) 

  

Le seuil de positivité qui a été retenu et jugée pertinent est celui de 0,1% dans la plupart des 

études (Tableau 9 et 10). L’ELN recommande au minimum des prélèvements médullaire et 

sanguin au diagnostic, après 2 cycles de chimiothérapie, à la fin du traitement puis tous les 3 

mois pendant 2 ans. 
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Tableau 9 : Principales études sur la valeur pronostique de la MRD mesurée par CMF selon l'ELN 2018 (17) 
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Tableau 10 : (Suite)  Principales études sur la valeur pronostique de la MRD mesurée par CMF selon l'ELN 2018 (17). 
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ii. Approche des cellules souches leucémiques (CSL) 

Des études ont montré que les CSL étaient capables à elles seules de développer une LAM 

lorsqu’elles étaient greffées dans une souris immunodéficiente (26). Elles possèdent différentes 

propriétés communes aux cellules souches hématopoïétiques qui sont les cellules progénitrices 

de tous les éléments figurés du sang (hématies, plaquettes et leucocytes). Ces propriétés 

comprennent la capacité d’auto-renouvèlement, la résistance à l’apoptose, la quiescence 

cellulaire et une augmentation de l’efflux des médicaments ce qui peut entraîner une diminution 

de l’efficacité des thérapies conventionnelles sur les CSL (27). Un taux élevé de CSL a été 

identifié comme facteur prédictif indépendant de rechute et de survie globale chez les patients 

atteints de LAM (Figure 5) (28). 

Figure 5 : Survie sans rechute et survie globale des patients atteints de LAM en fonction du taux de CSL (28) 

 

Les CSL peuvent être détectées par immunophénotypage grâce à différents marqueurs dont 

certains permettent de les différencier des cellules souches hématopoïétiques (CSH). Le profil 

immunophénotypique CD34+ CD38- est largement utilisé afin de détecter les CSL mais il 

décèle également les CSH (26). Différentes études ont montré l’intérêt d’utiliser d’autres 

marqueurs tels que le CD90, CD45RA, CD123, CLL1, TIM3, CD36 et CD97 afin de distinguer 

les CSL des CSH (Tableau 11) (29–35). Dans l’étude de Zeijlemaker et al. les CSL sont 

définies par l’immunophénotypage suivant : CD34+CD38− et CD44++ et/ou CD123++ et/ou 

CD33++ et/ou CLL-1+ et/ou TIM-3+ et/ou CD45RA+ et/ou Lin+ (par opposition aux CSH qui 

sont Lin- c’est-à-dire CD2−/CD7−/CD11b−/CD14−/CD15−/CD19−/CD22−/CD56−) (36).  
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Tableau 11 : Liste de certains marqueurs retrouvés sur les CSL et leur expression potentielle à la surface des CSH et des 

autres cellules sanguines saines, d’après l'étude de Hanekamp et al.(37) 

 

Les stratégies LAIP et CSL sont des méthodes complémentaires. L’inclusion des CSL dans 

les MRD standard par CMF a permis d’améliorer l’évaluation de la valeur pronostique. Dans 

l’étude de Zeijlemaker et al., les patients MRD- CSL- après 2 cycles de consolidation 

présentaient le meilleur pronostic (incidence cumulée de rechute à 3 ans (CIR) 35% et survie 

globale à 3 ans (OS) 66%). Les patients avec une MRD+ CSL- avaient des résultats similaires 

(CIR 43% et OS 68%). Les patients présentant des CSL positives semblaient avoir un moins 

bon pronostic (CSL+ MRD- CIR 53% et OS 53%). La valeur pronostique était significative 

uniquement lorsque la présence de CSL était associée à une MRD positive (CIR 100% OS 0%) 

(Figure 6) (38). Des résultats similaires ont été obtenus dans l’étude de Terwijn et al. avec 

cependant une différence au niveau du groupe CSL+ MRD- qui présentait une différence de 

survie globale significative avec le groupe CSL- MRD- et CSL+ MRD+ (Figure 7) (39). Cette 

discordance provient probablement de la différence de seuil de positivité des CSL entre les deux 

études. En effet, il n’existe pas à ce jour de seuil établi de CSL prédictif de rechute (28,38). 

Enfin, une autre étude a montré que la détection de CSL en post greffe avait un impact 

négatif sur la survie (40). 
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Figure 6 : Valeur pronostique du statut CSL/MRD sur l'incidence cumulée de rechute (à gauche) et sur la survie globale 

(à droite) pendant le suivi. (seuil de CSL à 0,03%) (38).  

 

 

Figure 7 : Valeur pronostique des stratégies combinées LSC et LAIP selon l'étude de Terwijn et al. (seuil de CSL à 0,03%) 

(39). 
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b. Evaluation de la MRD par biologie moléculaire 

 Il existe deux approches principales pour étudier la MRD par biologie moléculaire, la 

PCR quantitative en temps réel traditionnellement utilisée et le séquençage, en particulier le 

séquençage haut débit qui est en cours de développement. Des marqueurs moléculaires sont 

retrouvés dans 60% des cas en moyenne mais ce taux est plus faible parmi les patients plus âgés 

(32% pour les patients de plus de 60 ans) (Figure 8) (1). 

Figure 8 : Proportion de patients présentant une MRD par BM informative en fonction des marqueurs et des âges (1) 

 

 Les marqueurs moléculaires utilisés le plus fréquemment pour l’étude de la MRD 

sont les transcrits de fusion CBFB-MYH11, RUNX1-RUNXT1 et PML-RARA ainsi que la 

mutation NPM1. En effet, ces derniers sont de puissants marqueurs prédictifs de rechute. Le 

transcrit CBFB-MYH11 est issu de l’inversion du chromosome 16 ou de la translocation des 

chromosomes 16, le transcrit RUNX1-RUNX1T1 de la translocation des chromosomes 8 et 21 

et PML-RARA de la translocation des chromosomes 15 et 17. Ces marqueurs moléculaires 

possèdent une bonne sensibilité allant de 10-4 à 10-6 en fonction des études. Le seuil pronostique 

n’est pas clairement déterminé car il dépend de la sensibilité inhérente à la technique (Tableau 

12 et 13). De plus, l’ELN précise l’importance de la prise en compte de la cinétique dans 

l’interprétation d’un résultat, notamment une rechute moléculaire est définie par deux 

prélèvements successifs positifs qui augmentent d’au moins un log. Par exemple, dans le 

protocole BIG selon lequel nos patients sont traités, une décroissance de moins de 4 log de la 

mutation NPM1 dans le sang en post-consolidation n°1 reclasse le patient dans le groupe 

« pronostic défavorable » s’il était initialement inclus dans le groupe de pronostic favorable. 

 Du fait de son manque de sensibilité et de spécificité (Tableau 12 et 13), la 

surexpression du gène WT1, pourtant marqueur pronostique pertinent, ne devrait être utilisé 

que lorsqu’il n’existe pas d’autres marqueurs de MRD, y compris par cytométrie en flux 

(17,41). 
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Tableau 12  :Principales études sur la valeur pronostique et le seuil prédictif de rechute de la MRD mesurée par BM selon 

l'ELN 2018 (13). 
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Tableau 13: (suite) Principales études sur la valeur pronostique et le seuil prédictif de rechute de la MRD mesurée par 

BM selon l'ELN 2018 (13). 
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II. Objectifs 

Depuis 2018, le laboratoire d’hématologie du CHU de la Timone à Marseille réalise 

l’analyse de MRD par CMF des LAM à la suite d’un travail collaboratif multicentrique pour 

les patients inclus dans les études cliniques BIG et ALFA-1200. 

L’objectif de ce travail a été d’évaluer l’applicabilité de cette analyse au sein de notre 

laboratoire. 

III. Matériels et méthodes 

A. Patients 

Nous avons travaillé à partir d’une cohorte rétrospective comprenant les patients 

hospitalisés à l’AP-HM atteints de LAM de novo ou secondaires diagnostiqués entre janvier 

2018 et décembre 2020. Les informations clinico-pathologiques ont été obtenues par l'examen 

des dossiers médicaux. Les critères d’inclusion étaient l’âge supérieur à 18 ans au moment du 

diagnostic et la présence d’au moins de 2 points de suivi hors diagnostic. Les patients inclus 

étaient traités selon le protocole BIG. 

B. Matériel et méthode 

1. Prélèvements 

Au moment du diagnostic et lors du suivi des patients, le médecin prélève au niveau de 

l’épine iliaque ou du sternum un échantillon de moelle osseuse (MO) qu’il étale directement 

sur des lames puis 2 tubes EDTA permettant l’analyse de la CMF et de la biologie moléculaire 

et enfin une seringue héparinée pour effectuer le caryotype. Ces prélèvements sont réalisés à 

des temps précis du parcours de soin du patient, au diagnostic, en post induction, pendant la 

consolidation, durant la surveillance post thérapeutique, post greffe et devant une suspicion de 

rechute. 

2. Cytométrie en flux 

a. Traitement des échantillons 

 Après réception au laboratoire de la Timone du tube EDTA contenant 1 à 2 mL de 

prélèvement médullaire, ce dernier doit être techniqué dans les 24 à 48h afin de limiter 

l’altération des cellules et ainsi obtenir une bonne sensibilité. 



37 

 

b. Evaluation de la pureté de la MO 

Afin d’évaluer la qualité du prélèvement médullaire, sa pureté est calculée grâce à la 

formule d’Holdrinet (42) (Figure 9). Pour cela, il est nécessaire de réaliser la numération de la 

moelle osseuse et du sang périphérique du patient afin d’obtenir la quantité d’hématies et de 

leucocytes dans ces deux prélèvements. Cette formule permet d’apprécier l’éventuelle dilution 

de la moelle osseuse, information importante pour l’interprétation des résultats. 

Figure 9 : Formule d'Holdrinet (42) 

 

GRMo : Quantité d’hématies dans la moelle osseuse 

GRSg : Quantité d’hématies dans le sang périphérique 

GBMo : Quantité de leucocytes dans la moelle osseuse 

GBSg : Quantité de leucocytes dans le sang périphérique 

c.  Macrolyse ou lyse en macrovolume 

Le but de la macrolyse est d’une part de lyser les globules rouges et érythroblastes et 

d’autre part de concentrer l’échantillon. Un volume de moelle osseuse est mélangé avec 24 

volumes de lyse NH4Cl (pH=7,4) par retournement. Après une incubation de 10 minutes à 

température ambiante, l’échantillon est centrifugé 10 minutes à 1100g à 4°C. Après 2 lavages 

de 10mL de PBS (pH=7,2), le culot cellulaire est repris avec 500µl ou 1mL de PBS (en fonction 

de la taille du culot) avant d’être numéré à partir d’une dilution au 1/10. La suspension cellulaire 

est ajustée à 2 millions cellules/100µL. 

d.  Marquage des échantillons et panel utilisé 

L’expression antigénique est analysée en utilisant des combinaisons de plusieurs 

fluorochromes: brilliant violet 421 (BV421), brilliant violet 500 (BV500), fluoresceine 

isothiocyanate (FITC), phycoerythrine (PE), phycoerythrine-Texas Red (ECD), peridinine 

chlorophylle proteine-cyanine5.5 (PerCP-Cy5.5), phycoerythrine cyanine 7 (PC7), 

allophycocyanine (APC), allophycocyanine alexa fluor 700 (AAF700), allophycocyanine H7 

(APC-H7) et allophycocyanine alexa fluor 750 (AAF750) fournis par les laboratoires BD 

(Becton Dickinson) et BC (Beckman-Coulter). 
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Les différents anticorps nécessaires à l’analyse de la MRD sont répartis en plusieurs 

tubes. Entre 2018 et 2019 le laboratoire utilisait des tubes 8 couleurs pour l’analyse de la MRD 

(Tableau 14). Puis en 2020 conformément aux recommandations du groupe, des tubes 10 

couleurs ont été mis en place permettant l’ajout de différents marqueurs (comme le HLA-DR 

et le CD10 dans le tube 1 LAIP) (Tableau 15). Dans chaque tube sont incubés avec les anticorps 

100µL de suspension cellulaire préalablement décrite au § III.B.2.c pendant 15 min à 

température ambiante et à l’obscurité. 

Tableau 14 : Panels d'anticorps 8 couleurs (8C) utilisés afin déterminer la MRD de 2018 à 2019 

Tubes 8C de 

maladie 

résiduelle 

FL9 FL10 FL1 FL2 FL4 FL5 FL6 FL8 

T1 

(LAIP) 

CD117- 

BV421 

CD45- 

V500 

CD7+56- 

FITC 

CD13- 

PE 

CD33- 

PerCP 

Cy5.5 

CD38- 

PC7 

CD34- 

APC 

CD19- 

APC-H7 

T2 

(CSL) 

CD117- 

BV421 

CD45- 

V500 

CD90- 

FITC 

Mix*- 

PE 

CD123- 

PerCP 

Cy5.5 

CD38- 

PC7 

CD34- 

APC 

CD45RA- 

APC-H7 

T3 

(Monocytaire) 

CD117- 

BV421 

CD45- 

V500 

CD65- 

FITC 

CD4- 

PE 

CDD33- 

PerCP 

Cy5.5 

CD11b- 

PC7 

CD34- 

APC 

CD14- 

AAF750 

 

Tableau 15 : Panels d'anticorps 10 couleurs  (10C) utilisés afin de déterminer la MRD à partir de 2020 

Tubes 10C de 

maladie 

résiduelle 

FL9 FL10 FL1 FL2 FL3 FL4 FL5 FL6 FL7 FL8 

T1 

(LAIP) 

CD117- 

BV421 

CD45- 

V500 

CD7+56- 

FITC 

CD13- 

PE 

HLA-DR- 

ECD 

CD33- 

PerCP 

Cy5.5 

CD38- 

PC7 

CD34- 

APC 

CD10- 

AAF700 

CD19- 

APC-H7 

T2 

(CSL) 

CD117- 

BV421 

CD45- 

V500 

CD90- 

FITC 

Mix*- 

PE 

CD19- 

ECD 

CD123- 

PerCP 

Cy5.5 

CD38- 

PC7 

CD34- 

APC 

CD36- 

AAF700 

CD45RA- 

APC-H7 

T3 

(Monocytaire) 

CD117- 

BV421 

CD45- 

V500 

CD65- 

FITC 

CD4- 

PE 

HLA-DR- 

ECD 

CDD33- 

PerCP 

Cy5.5 

CD11b- 

PC7 

CD34- 

APC 

CD36- 

AAF700 

CD14- 

AAF750 

*Mix comprend les anticorps anti : CD97, CD366 (TIM3) et CD371 (CLL1). 

Le tube 1 (T1) ou tube LAIP permet de déterminer le phénotype de la LAM mais aussi 

de caractériser et suivre les LAIP. Le tube 2 (T2) ou tube CSL sert à détecter la présence de 

CSL. 

Le tube 3 (T3) ou tube monocytaire est utile dans les LA à composante monocytaire afin 

de caractériser d’autres LAIP. 

Les tubes T1 et T2 sont réalisés pour tous les patients, le tube 3 uniquement pour ceux 

avec une composante monocytaire. 
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Après marquage, les tubes sont lavés avec 3mL de PBS, puis les culots cellulaires sont 

repris avec 500µL de PBS avant d’être analysés sur le cytomètre. Toutes les acquisitions sont 

réalisées grâce à un cytomètre Navios (Beckman-Coulter) et les analyses sont effectuées avec 

le logiciel Kaluza® (Beckman-Coulter). Un minimum de 500 000 cellules vivantes est acquis 

pour obtenir une sensibilité potentielle de 10-4 soit 0,01 %. 

e. Standardisation  

La standardisation au sein du groupe de travail est réalisée grâce aux billes Rainbow. Les 

cibles pour les différents canaux de lecture sont données par le groupe pour un type d’automate 

donné (ici Navios BC). La réalisation de la matrice de compensation pour ces réglages passe 

par l’utilisation de billes VersaComp® « positives » et négatives (Beckman-Coulter). Les billes 

positives sont capables de fixer n’importe quelle association d’AC monoclonaux/fluorochrome 

alors que les billes négatives ne fixent aucun anticorps. Des tubes monomarqués contenant des 

billes VersaComp® positives et négatives marquées avec les différents fluorochromes du panel 

sont analysés un à un par le cytomètre pour établir la matrice de compensation. Le dernier tube 

contenant un mélange de tous les tubes précédents, est analysé pour appliquer et éventuellement 

corriger la matrice de compensation précédemment générée. Ces différentes étapes sont gérées 

via une application automatique présente sur le cytomètre appelée Autosetup® (Beckman-

Coulter). La matrice de compensation obtenue  pourra être affinée par l’opérateur si besoin. 

f. Contrôles de qualité 

Différents contrôles de qualité sont passés sur chaque cytomètre afin de s’assurer du bon 

fonctionnement et de la standardisation des cytomètres. On distingue le contrôle de qualité 

interne (CIQ) flow check, le CIQ externalisé immunotrol et les contrôles de calibration flow set 

et billes 8Peak « Rainbow ». 

Le contrôle flow check est passé tous les jours et permet de s’assurer du bon 

fonctionnement fluidique et optique grâce à des billes de taille et de fluorescence différentes. 

L’immunotrol est un sang stabilisé qui est lysé, marqué par des AC et acquis 

quotidiennement sur le cytomètre ce qui permet de contrôler toutes les étapes du marquage. Les 

pourcentages d’expression des marqueurs d’intérêt CD3, CD4, CD8, CD19 sont confrontés à 

ceux donnés par le fournisseur pour le lot concerné et sont externalisés pour comparaison avec 

le groupe de pairs. 
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Le contrôle flow set permet de suivre l’évolution des niveaux de fluorescence 

(sensibilité du cytomètre et contrôle des photomultiplicateurs ou PMT) grâce à des billes de 

polystyrène fluorescentes passées quotidiennement. Les billes 8Peak « Rainbow » quant à elles 

permettent la standardisation de technique et les travaux multisites et multicytomètres grâce à 

des cibles définies par le groupe de travail. 

g. Moelles osseuses normales 

 Nous avons utilisé 7 moelles osseuses normales provenant de patients prélevés dans un 

contexte de don de moelle osseuse ou de moelle de régénération qui ont été traitées comme les 

moelles osseuses des patients atteints de LAM comme décrits précédemment. Les MO normales 

sont indispensables pour déterminer les LAIP des patients atteints de LAM. En effet, les 

immunophénotypages des MO pathologiques sont comparés à ceux des MO normales 

comprenant des myéloblastes de régénération (Figure 10) afin d’en identifier les aberrations 

immunophénotypiques. Elles permettent également de déterminer le seuil de sensibilité de 

l’analyse ; moins un LAIP est présent dans la MO normale, plus l’analyse sera sensible. 

Figure 10: Immunophénotypage d'une MO normale, en marron les blastes de régénération, en violet les hématogones, en 

saumon les granuleux, en vert les monocytes et en rose les lymphocytes. 
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h. Stratégie de fenêtrage 

i.  Sélection des différentes populations 

Sur le graphe taille/structure (FS/SS), les fragments et débris cellulaires (FS faible) sont 

exclus pour ne garder que les cellules vivantes (Figure 11). Puis sur le graphe CD45/SS les 

leucocytes sont sélectionnés grâce au marqueur panleucocytaire CD45 après élimination des 

globules rouges et débris restants (CD45 négatifs). 

La stratégie de sélection commence par l'identification des différentes populations en 

fonction de l'expression du CD45 et des propriétés de structure (SS) (Figure 10). Les granuleux 

(en saumon) sont CD45 positifs avec un SS variable traduisant leur hétérogénéité de structure. 

Les blastes (en marron) sont en général CD45 faible et SS faible, leur fenêtrage varie en fonction 

du type de la LAM. Après sélection des cellules mononucléées (MNC) qui sont SS faible, les 

lymphocytes (en rose) et les monocytes (en vert) sont séparés grâce au graphe CD45/CD33. 

Ces deux populations ont une expression forte du marqueur CD45 et se distingue par 

l’expression du CD33 qui est positive sur les monocytes et négative sur les lymphocytes. 

Figure 11: Sélection des différentes populations, exemple du patient 16. Grâce à la taille (FS), à la structure (SC), à 

l'expression du CD45 et du CD33, la lignée granuleuse (en saumon), les blastes (en marron), les lymphocytes (en rose) et les 

monocytes (en vert) sont sélectionnés. 

 

Par la suite, des étapes de sélection multiples reposant sur des marqueurs spécifiques 

sont réalisées sur les blastes afin d’identifier les LAIP et les CSL. La population leucémique 

résiduelle est quantifiée en pourcentage du nombre total de cellules CD45 viables. Les cellules 

souches leucémiques sont exprimées en pourcentage du nombre total de blastes myéloïdes. 
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ii. Stratégie LAIP 

Les LAIP sont déterminés au moment du diagnostic en identifiant les blastes 

leucémiques présentant des phénotypes aberrants par rapport aux cellules normales et 

recherchés à chaque point de suivi. Les fenêtrages de ces LAIP permettent d’obtenir un 

protocole d’analyse propre à chaque patient leucémique qui sera appliqué à différentes moelles 

normales afin d’en déterminer la sensibilité. Un LAIP moins présent dans une moelle normale 

sera plus sensible. De ce fait, le niveau de sensibilité varie en fonction des aberrations 

phénotypiques des blastes leucémiques par rapport au phénotype des cellules normales ou en 

régénération de la moelle osseuse. Une sensibilité sur moelle normale inférieure à 0,1% est 

nécessaire pour valider un protocole d’analyse des LAIP. 

Une sélection préalable des différentes populations et en particulier des blastes est 

nécessaire (§ii). Puis, les blastes myéloïdes CD34 et/ou CD117 positifs sont sélectionnés grâce 

au graphe CD34/CD117 qui permet également de rechercher d’éventuels marqueurs aberrants 

(Figure 12). Les LAIP sont ensuite déterminés grâce à l’étude de l’expression différentielle de 

certains marqueurs entre la moelle blastique au diagnostic et les moelles contrôles. Dix 

marqueurs sont utilisés, le CD117, CD34, CD38, HLA-DR, CD13, CD33, CD45, CD7+/-

CD56, CD19 et CD10. Une fenêtre booléenne permet de déterminer le nombre de cellules 

présentes dans l’ensemble des fenêtres LAIP 1 à 6 et ainsi d’isoler les cellules blastiques. 

(Figure 13). 

Figure 12 : Graphe CD34/CD117 permettant la sélection des blastes myéloïdes CD34 et/ou CD117 positifs et la recherche 

de LAIP dans le T1. Exemple du patient 10 qui présente une perte aberrante du CD34 sur les blastes (encadré en rouge). 
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Figure 13 : Graphes permettant la recherche de LAIP sur les blastes myéloïdes d'une moelle blastique (à gauche) 

comparé à une moelle contrôle (à droite). Exemple du patient 10 qui présente sur les blastes myéloïdes une perte 

d’expression du CD34, une diminution d’expression du HLA-DR et l’expression aberrante du CD7 sur une partie des blastes 

 

 

iii.  Stratégie CSL 

La recherche de cellules souches leucémiques CD34+CD38- est réalisée au diagnostic 

et à chaque point de suivi. Parmi les cellules mononuclées CD34+, l’intensité d’expression du 

CD38 met en évidence 3 populations en fonction de leur maturation : en P8 les cellules les plus 

matures CD38 fort et en P6 les cellules les plus immatures CD38- comprenant les cellules 

souches leucémiques et les cellules souches hématopoïétiques (CSH). Afin de différencier les 

CSL des CSH, d’autres marqueurs sont utilisés comme le CD90, le mix comprenant le CD97, 

CLL1 et TIM3, CD123, CD45RA et CD36 (Figure 14). Ces marqueurs n’ont pas à eux seul 

une sensibilité ni une spécificité optimale vis-à-vis des cellules souches leucémiques. C’est 

l’utilisation combinée de ces marqueurs qui permet de détecter les cellules souches 

leucémiques. Selon la littérature, l’immunophénotype des CSL est CD34+ CD38- CD90- et/ou 

Mix+ et/ou CD123+ et/ou CD45RA+ et/ou CD36+. 
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Figure 14 : Stratégie de fenêtrage des CSL.  Exemple du patient 4 présentant 38% de CSL au diagnostic. Le phénotype 

retenu pour les CSL est CD34+ CD38- CD90- et/ou Mix+ et/ou CD123+ et/ou CD36+ et/ou CD45RA+. 

 

Les cellules CD34+ sont réparties selon un gradient d’intensité d’expression du CD38 

représenté par 3 fenêtres (P6, P7 et P8). La fenêtre P8 contient les cellules CD34+CD38+, la 

fenêtre P7 les évènements CD34+CD38low et la fenêtre P6 inclut les cellules souches 

CD34+CD38-. C’est cette fenêtre qui nous permet d’évaluer le taux de CSL. Différentes 

stratégies sont utilisées pour fixer les seuils nécessaires à la sélection des CSL. Le seuil de 

négativité entre P6 et P7 est fixé grâce à un tube contrôle fluorescence minus one (FMO). Il 

s’agit d’analyser sur le cytomètre un tube de moelle marquée seulement avec du CD45 et du 

CD34 afin de déterminer le seuil de négativité du CD38. Les hématogones, cellules lymphoïdes 

immatures CD34+ CD38 fort permettent de fixer le seuil entre P7 et P8. 

3. Cytogénétique 

L’ensemble des analyses de cytogénétiques (caryotypes et FISH) est réalisé à partir du 

prélèvement médullaire effectué sur seringue héparinée au laboratoire de cytogénétique du 

CHU de Marseille. 

4. Biologie moléculaire  

 Les analyses de biologie moléculaire sont externalisées au laboratoire d’hématologie du 

CHU de Lille (Pr Claude Preudhomme). Les prélèvements de moelle sont prélevés sur tubes 

EDTA (1 à 2 mL) et sont envoyés à l’état frais ou congelés en DMSO après macrolyse. Pour 

toutes LAM nouvellement diagnostiquées, les transcrits de fusion suivant sont recherchés 

RUNX1-RUNX1T1, PML-RARA, CBFB-MYH11, MLLT3-KMT2A, DEK-NUP214, 
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GATA2-MECOM, RBM15-MKL1, BCR-ABL1 par RT-MLPA. De plus certaines mutations 

sont également recherchées comme les mutations de NPM1, CEBPA et RUNX1 par RQ-PCR. 

Les quantifications des marqueurs utiles au suivi de la MRD sont exprimées en pourcentage, 

correspondant au rapport entre les transcrits de fusion ou les gènes mutés et les taux de transcrits 

d'ABL1, gène de référence. 

Le bilan diagnostic de LAM comprend également la recherche de duplications de FLT3-

ITD, surexpression d’EVI1, expression du gène WT1, mutations des gènes FLT3-TKD, IDH1, 

IDH2 par RQ-PCR. Enfin la technique NGS est utilisée afin de détecter d’autres mutations : 

ASXL1, BCOR, BCORL1, CALR, CBL, CSF3R, DNMT3A, ETV6, EZH2, FLT3-TKD, 

GATA2, IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL, NIPBL, NPM1, NRAS, PHF6, PTPN11, 

RAD21, RIT1, RUNX1, SETBP1, SF3B1, SMC1A, SMC3, SRSF2, STAG2, TET2, TP53, 

U2AF1, WT1 et ZRSR2. 

5.  Statistiques 

Les variables quantitatives sont exprimées en médiane, minimum et maximum. Les 

variables qualitatives sont exprimées en effectif et/ou pourcentage. 

L’analyse statistique a été réalisée à l’aide du logiciel GraphPadPrism version 5.0 (Société 

GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, USA). La méthode de Kaplan-Meier a été utilisée 

pour l’analyse de la survie. La comparaison entre les groupes a été effectuée à l’aide du test du 

log-rank. Un p < 0.05 est considéré comme significatif.  



46 

 

IV. Résultats 

A. Description de la cohorte 

Entre janvier 2018 et décembre 2020, 59 patients de plus de 18 ans ont eu un diagnostic 

de LAM au laboratoire d’hématologie de la Timone à Marseille. Treize patients ont été exclus 

en raison de l’absence de suivi par cytométrie en flux c'est-à-dire moins de 2 points de suivi 

hors diagnostic. Parmi les 46 patients restant, 5 patients n’ont pas eu de tube de maladie 

résiduelle au diagnostic par manque de matériel et ont été exclus. Au total, 41 patients ont été 

inclus dans l’analyse finale et le suivi médian était de 20 mois (Figure 15). 

Figure 15 : Diagramme de flux 
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Tableau 16 : Caractéristiques générales de la population 
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Tableau 16 : (suite) Caractéristiques générales de la population 
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Les 41 patients de notre étude étaient âgés de 19 à 87 ans avec un âge médian au 

diagnostic de 63 ans. Vingt-sept patients étaient des hommes soit 66% de notre cohorte et 14 

étaient des femmes soit 34% (Tableau 16). 

Au diagnostic, tous les patients ont montré au moins une cytopénie. La plus fréquente 

était l’anémie, présente chez tous les patients de notre cohorte. Sept patients étaient 

hyperleucocytaires au diagnostic (leucocytes > 50G/L). Quatre-vingt-dix pourcents des patients 

possédaient des blastes circulants avec une médiane à 27%. Les myélogrammes présentaient 

une blastose médullaire médiane à 57%. 

Selon la classification OMS 2016, 9 patients ont présenté une LAM secondaire à un SMD, 

4 une LAM secondaire à un SMP et 1 patient avait une LAM secondaire à une chimiothérapie. 

Quatorze patients avaient des anomalies cytogénétiques récurrentes dont 5 inversions du 16, 1 

translocation (8;21), 1 translocation (9;11), 6 mutations NPM1 et 1 mutation RUNX1. Quatorze 

patients appartenaient au groupe NOS (sans autre spécification). Pour ces derniers, selon la 

classification FAB, on distinguait 2 LAM1, 6 LAM2, 1 LAM4 et 5 LAM5. 

L’analyse caryotypique au diagnostic a révélé que 5 patients avaient un caryotype 

complexe. Hors caryotype complexe, les principales anomalies caryotypiques retrouvées 

étaient l’inversion du chromosome 16 (n=4), la trisomie 8 (n=2), une délétion sur le 

chromosome 12 (n=2) et le chromosome 7 (n=2) ainsi que certaines translocations telles que la 

t(8;21) et t(9;22). Seize patients présentaient un caryotype normal mais l’analyse en biologie 

moléculaire permettait d’observer des anomalies telles que les mutations NPM1, ASXL1, IDH, 

FLT3 et la surexpression du gène WT1. Vingt-sept pourcents des patients présentaient un 

pronostic favorable au diagnostic alors que 46% présentaient un pronostic défavorable. 
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B. Description de l’analyse immunophénotypique 

1. Stratégie LAIP au diagnostic 

Sur les 41 patients pour qui les tubes de maladie résiduelle ont été effectués, seuls les 

patients ayant un contingent de blastes myéloïdes (n=35) ont été analysés pour la recherche de 

marqueurs LAIP. L’analyse immunophénotypique des blastes myéloïdes a montré que 97% 

(34/35) des patients pouvaient être suivis par cytométrie en flux. Pour un seul patient (numéro 

31), aucun phénotype aberrant n’a été observé sur le tube 1 (sensibilité sur moelle normale 

insuffisante à 0,12%). L’analyse du tube LAIP des 34 autres patients permettait d’observer des 

aberrations phénotypiques avec une sensibilité variant de <0,01 à 0,1% (Tableau 17). 

Tableau 17 : Caractérisation des LAIP au diagnostic par CMF pour chaque patient 
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Parmi les phénotypes aberrants identifiés chez nos patients au diagnostic, nous observons 

le plus fréquemment : une surexpression de CD34 (CD34high) chez 5 patients, une diminution 

d’expression du CD33 (n=11) et/ou du CD38 (n=9) et/ou du CD34 (n=9) et la présence de 

marqueur d’infidélité de lignée comme le CD7 observé chez 8 patients. (Tableau 18 et Figure 

16). 

Tableau 18 : Différents LAIP identifiés sur le tube 1 dans notre population 
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Figure 16: Exemples de graphes obtenus par cytométrie en flux représentant les LAIP observés chez le patient 10 (A), le 

patient 40 (B), le patient 38 (C), le patient 23 (D), le patient 1 (E), le patient 6 (F), le patient 34 (G) et le patient 24 (H). 

 

2. Stratégie CSL au diagnostic 

La présence de cellules souches leucémiques a été déterminée au diagnostic dans les 

prélèvements médullaires de l’ensemble des patients de la cohorte (n=41, incluant les LA 

monoblastiques). Cette recherche a été effectuée sur le tube 2 de maladie résiduelle (tube CSL). 

Le pourcentage de cellules souches leucémiques est exprimé par rapport aux blastes myéloïdes 

totaux. Les taux de CSL au diagnostic étaient variables allant de <0,01% à 52% avec une 

médiane à 1% (Tableau 19). Dix-neuf patients présentaient des CSL élevées >1% ; ces patients 
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avaient un âge médian au diagnostic de 66 ans et 53% d’entre eux avaient un pronostic 

défavorable. Les 22 patients avec des CSL<1% au diagnostic avaient quant à eux un âge médian 

au diagnostic de 53 ans et 41% présentaient un pronostic défavorable. 

Tableau 19 : Quantification des cellules souches leucémiques au diagnostic évaluée par CMF pour chaque patient 

 

3. Etude des LAIP à la rechute 

Le suivi des maladies résiduelles par CMF, grâce à l’approche LAIP, permet d’apprécier 

la réponse au traitement par la décroissance de la quantité de blastes en post induction (MRD 

1) et en post consolidation (MRD 2) (Figure 17). Ce suivi permet également de détecter 

précocement les rechutes. Parmi les 35 patients analysés, 15 patients ont rechuté soit 43%, 15 

patients sont toujours en rémission complète, 1 patient a été perdu de vue et 4 patients n’ont 

jamais été en rémission complète. De plus, 10 patients sont décédés. 

Parmi les 15 patients ayant rechutés, le phénotype à la rechute n’était pas disponible pour 

trois d’entre eux en raison d’un diagnostic de rechute sur prélèvement sanguin (pas de 

myélogramme réalisé), d’un prélèvement médullaire trop pauvre (pas de cytométrie en flux 

réalisée) ou d’un suivi dans un autre centre (Tableau 20). Neuf patients avaient un phénotype 
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blastique identique à celui du diagnostic ou présentant des LAIP supplémentaires (exemple du 

patient 4, Figure 18). Trois patients ont développé des modifications majeures du phénotype 

blastique à la rechute pouvant entrainer des difficultés pour le suivi de la maladie résiduelle des 

patients, notamment la perte totale de LAIP (exemple du patient 29, Figure 19). 

Les cellules blastiques du patient 10 ont perdu l’expression aberrante du CD7 mais 

conserve 2 LAIP importants le CD34- et HLA-DR- ce qui n’a pas impacté le suivi 

immunophénotypique, la sensibilité sur moelle normale à la rechute était <0,01%. 

Le patient 18 a montré, lors de la rechute, une expression du CD34 sur 60% de ses cellules 

blastiques avec apparition d’un nouveau LAIP CD33 faible. La sensibilité sur MO normale était 

alors de 0,08% donc proche du seuil acceptable de 0,1%. Suite à cette rechute, son suivi par 

cytométrie en flux n’a pas été impacté puisqu’il a été observé une ré-augmentation du clone 

CD34- représentant 80% des cellules blastiques et donc une bonne sensibilité sur MO normale. 

Les blastes du patient 20 ont perdu la surexpression du CD33 lors de la rechute avec une 

sensibilité sur moelle normale de 0,01%. 

Les cellules blastiques du patient 25, lors de la rechute, ont perdu la négativité du CD13 

à la surface de ses blastes, seul LAIP identifié au diagnostic. La sensibilité sur moelle normale 

passait alors de 0,01% à 0,1% compliquant ainsi le suivi de la MRD par cytométrie en flux. Ce 

patient est d’autre part décédé de la COVID-19 un mois après sa rechute. 

Les blastes du patient 29, lors de la rechute, réexprimaient le CD13 et le CD117 

contrairement au diagnostic, tout en conservant la perte du CD34. Ces modifications ont été 

délétères lors de son suivi. La détection précoce de la rechute a échoué par cytométrie en flux 

contrairement à la biologie moléculaire. 
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Figure 17 : Suivi de la MRD par CMF afin d'évaluer la réponse au traitement : exemple du patient 28. Le cadre rouge 

représente la population blastique CD117low 

 

Tableau 2017 : Comparaison des LAIP au diagnostic et à la rechute ainsi que leur sensibilité sur MO normale. (ND = 

Données non disponibles) 
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Figure 18 : Graphes obtenus par cytométrie en flux montrant le phénotype des rechutes sans modification de LAIP, 

exemple du patient 4. 

 

Figure 19: Graphes obtenus par cytométrie en flux montrant le phénotype des rechutes avec modification de LAIP, 

exemple du patient 29 
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4. Impact des CSL sur la rechute 

Quatre patients n’ont jamais été en rémission cytologique et présentaient tous des 

CSL>1% au diagnostic. Parmi les 37 patients en rémission complète, 15 avaient des CSL>1% 

au diagnostic. Parmi ceux-ci, 9 ont rechuté soit 60%. Vingt-deux patients avaient des CSL<1% 

au diagnostic et comptaient 9 rechutes soit 40% des patients (Tableau 21). Parmi les 18 patients 

ayant rechuté 50% avaient des CSL>1%. Parmi eux, un pronostic défavorable était observé 

dans 50% des cas ainsi qu’un âge médian au diagnostic plus élevé (64 ans) en comparaison des 

patients n’ayant pas rechuté (42% et 53 ans respectivement).  

 Une analyse de survie sans rechute en fonction de 2 seuils de CSL différents décrits dans 

la littérature a été réalisée et ne montre pas de différence significative entre les deux groupes 

(p=0,17 pour un seuil à 1% et p=0,96 pour un seuil à 0,03%). Il semblerait néanmoins que les 

patients avec des CSL>1% aient tendance à rechuter plus fréquemment et plus rapidement que 

ceux présentant moins de 1% de CSL (Figure 20). 

 

Figure 20 : Courbe de survie sans rechute en fonction du pourcentage de CSL, seuil à 1% à gauche (p=0,17) et à 0,03% à 

droite (p=0,96) selon la méthode de Kaplan-Meier. 
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Le taux de CSL paraît être relativement stable entre le diagnostic et la rechute excepté 

pour le patient 20 dont le taux passe de 1 à 30% (Tableau 21). 

Tableau 21 : Pourcentage des cellules souches leucémiques évalué par CMF au diagnostic et à la rechute par patient 
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C. Description des résultats de biologie moléculaire 

Parmi les patients analysés, les résultats de biologie moléculaire étaient disponibles pour 

38 d’entre eux. Onze patients présentaient une anomalie moléculaire pouvant être suivi par 

biologie moléculaire soit 29% des patients. En tenant compte de la surexpression du gène WT1 

ce chiffre passe à 71% des patients. Treize pourcents des patients présentaient une mutation 

NPM1, 11% un transcrit de fusion CBFB-MYH11, 2% un transcrit de fusion RUNX1-

RUNX1T1 et 2% un transcrit de fusion M-bcr (Tableau 22). 

Tableau 22 : Description des anomalies moléculaires utiles au suivi déterminées au diagnostic pour chaque patients (ND : 

données non disponibles, Abs : absence de marqueurs utiles au suivi identifiés) 
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D. CMF versus biologie moléculaire 

Seize patients ont eu au moins un point de suivi hors diagnostic analysé à la fois par 

cytométrie en flux et biologie moléculaire ce qui représente 42 prélèvements médullaires au 

total. Les résultats des 42 maladies résiduelles ont été comparés entre ces 2 méthodes (Tableau 

23). Elles étaient constituées de 9 prélèvements post-induction, 9 post-consolidation 1, 7 post-

consolidation 2, 2 post-consolidation 3, 15 prélèvements de fin de traitement ou post rechute. 

Une maladie résiduelle est considérée comme positive en cytométrie en flux dès lors qu’elle est 

détectable, c’est-à-dire supérieure à 0,1%. En biologie moléculaire, le seuil de positivité dépend 

du marqueur ; pour les mutations, le seuil est à 0,01% alors que pour les transcrits de fusion il 

est à 0,001%. Pour ce qui est de la surexpression du gène WT1, le seuil de positivité est de 2% 

dans la moelle osseuse et 0,1% dans le sang périphérique (43). 

Tableau 23 : Synthèse des résultats de maladie résiduelle obtenus par cytométrie en flux et par biologie moléculaire des 

patients de notre cohorte. 

 

 

Vingt-neuf résultats sont concordants et 13 sont discordants. Une seule MRD est positive 

en cytométrie en flux et non détectable en biologie moléculaire. Douze MRD sont positives en 

biologie moléculaires et non détectables en cytométrie en flux. Les résultats discordants sont 

détaillés dans le Tableau 24.  
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Tableau 24 : Description des résultats discordants de maladie résiduelle obtenus par cytométrie en flux comparativement 

à la biologie moléculaire par patient. 

 

La relecture des analyses de CMF a permis de modifier 2 résultats. Le patient 6 avait un 

prélèvement en post induction finalement positif à 0,3%, proche du seuil de sensibilité, ce qui 

devenait concordant avec la biologie moléculaire. Le 2ème point de suivi post traitement de 

première ligne du patient 29 est  positif à 1%. La modification des LAIP de ce patient (Figure 

21) en cours de traitement est à l’origine du premier résultat erroné. La relecture des données 

est en accord avec la biologie moléculaire contrairement aux autres points de ce patient. 

L’évolution des maladies résiduelles par cytométrie en flux et par biologie moléculaire 

chez les patients présentant des discordances est reportée dans la Figure 22. 
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Figure 21: Modifications de l'immunophénotypage blastique à la rechute entrainant une erreur de rendu des résultats de 

MRD par CMF, exemple du patient 29. 
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Figure 22: Evolution des maladies résiduelles obtenues par cytométrie en flux (CMF) et biologie moléculaire (BM) chez les patients 

présentant des discordances (indiquées par les flèches rouges) aux différents points de prélèvements notamment en post induction (MRD1), 

post consolidation 1 (MRD2), post consolidation 2 (MRD3). 
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Le patient 5 est discordant sur le point MRD1. Il est faiblement positif en biologie 

moléculaire (CBFB-MYH11 = 0,038%) et non détectable en CMF, inférieur au seuil de 

sensibilité. Les points suivants sont bien concordants, avec une cinétique de décroissance 

concomitante à l’instauration du traitement et le patient est aujourd’hui en RC. 

Le patient 6 est discordant sur 2 points. Les prélèvements MRD1 et MRD2 sont non 

détectables en CMF et positifs en biologie moléculaire (NPM1 = 16,5% et 0,08% 

respectivement). Les points suivants sont concordants, avec une même cinétique de 

décroissance et le patient est aujourd’hui en RC. 

Pour le patient 10, les points en post induction et post consolidation sont bien 

concordants ainsi que ceux de la rechute. Cependant, le prélèvement après la mise en place du 

traitement de rechute est discordant. La biologie moléculaire est discrètement positive 

(NPM1=0,02%) alors que l’analyse par CMF inférieure au seuil de détection. Ce patient a été 

allogreffé et il est aujourd’hui en RC. 

 Le patient 28 présente une ré-ascension de la biologie moléculaire en MRD2 (M-bcr = 

0,13%) non retrouvée par cytométrie en flux. Malheureusement, le patient a été perdu de vue 

ce qui nous empêche de connaître l’évolution de sa maladie. 

 Le patient 29 est discordant sur le point MRD3, positif en biologie moléculaire 

(NPM1=0,5%) et inférieur au seuil de sensibilité en cytométrie en flux. Malheureusement les 

points au diagnostic et en post induction n’ont pas été réalisés en biologie moléculaire ce qui 

ne permet pas d’en apprécier la cinétique. Deux autres points sont discordants, ceux avant la 

rechute à 12 et 16 mois post diagnostic. La biologie moléculaire était positive (NPM1 = 0,05% 

et 152% respectivement) alors que la CMF était indétectable. La ré-analyse en CMF montre 

bien un résultat positif à M16. En effet, les modifications de LAIP chez ce patient ont empêché 

de détecter précocement la rechute contrairement à la biologie moléculaire. 

 Le patient 36 présentait une MRD1 post induction faiblement positive à 0,5% en CMF 

et négative en biologie moléculaire (par le marqueur WT1). 

Le patient 37 présente un point discordant en post induction. La MRD par CMF est 

indétectable alors que la biologie moléculaire est discrètement positive (NPM1 = 0,15%). Les 

points précédents et suivants sont bien concordants ainsi que la cinétique de décroissance. 

 Le patient 41 possède 2 points discordants à la suite d’une rechute avec une biologie 

moléculaire positive (CBFB-MYH11 = 0,016% et 5,86%). La ré-analyse des données de CMF 
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a donné les mêmes résultats négatifs. Le dernier point est très récent et ne permet pas de 

conclure à une bonne ou mauvaise réponse au traitement. Le patient 41 est aujourd’hui en 

attente d’allogreffe. 
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V. Discussion 

 Notre étude vise à évaluer l’applicabilité de l’analyse de la MRD des patients atteints de 

LAM à l’AP-HM par cytométrie en flux à travers deux approches, LAIP/DfN et CSL et à 

comparer ces résultats à ceux obtenus par technique de biologie moléculaire. 

 Les caractéristiques de la population étudiée sont comparables à celles décrites dans 

différentes études publiées (5,38,44–46). En effet, l’âge médian au diagnostic de notre 

population est de 63 ans, comme dans certaines études allant de 53 à 69 ans. Conformément 

aux autres études, des cytopénies étaient observées au diagnostic (hémoglobine médiane à 

88g/L et taux de plaquette médian à 61G/L) ainsi qu’une blastose médullaire de 46%. La 

majorité des patients de notre étude présentaient un risque défavorable (46% des patients) alors 

que d’autres études rapportent une majorité de risque intermédiaire. Ceci peut s’expliquer 

notamment par l’utilisation de critères de classification différents ou par une différence de 

population étudiée (uniquement les adultes jeunes dans certaines études). Le taux de rechute 

observée dans notre étude est de 43% avec un suivi médian de 20 mois. Dans la cohorte de 

Freeman et al. ce taux à 20 mois allait de 55% pour les patients avec une MRD négative à 75% 

pour ceux avec une MRD positive (19). 

 Dans les LAM de l’adulte, une faible clairance des cellules blastiques pendant le 

traitement d’induction/consolidation évaluée par microscopie optique sur moelle osseuse est 

associée à une survie moindre (1,7). Une rémission complète hématologique (blastes 

médullaires < 5%) peut cependant représenter une masse tumorale encore importante pouvant 

aller jusqu’à 109 cellules leucémiques (18). Des techniques de maladie résiduelle, beaucoup 

plus spécifiques et sensibles pour évaluer la réponse aux traitements, ont été développées et 

permettent d’identifier des groupes de patients selon le risque de rechute. Les premières études 

publiées dans les années 90 ont montré que les techniques de PCR pouvaient prédire le risque 

de rechute (47–49) ; l’évaluation de la MRD par cette technique est ainsi indispensable dans la 

prise en charge des patients. La MRD par cytométrie en flux présente quant à elle les avantages 

d’être applicable à un grand nombre de patient (>90%) quel que soit l’âge et d’être une 

technique rapide, malgré sa sensibilité moindre. Cependant l’analyse des résultats nécessite des 

opérateurs expérimentés et l’harmonisation des pratiques en France reste difficile. Des groupes 

de travail tentent d’élaborer des panels d’anticorps applicables aux différents laboratoires. Le 

panel d’anticorps utilisé dans notre étude est celui du groupe ALFA-FILO et s’appuie sur les 

recommandations de l’ELN 2018 (17). 
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A. Apport de l’analyse des LAIP 

 Dans notre cohorte, l’évaluation des LAIP par cytométrie en flux au diagnostic montrait 

que 77% des patients présentaient une perte ou diminution d’expression d’antigène, 34% 

exprimaient des marqueurs d’infidélités de lignée et 23% une surexpression antigénique. 

L’évaluation de la différence d’expression d’un antigène à la surface d’un blaste est complexe ; 

elle peut être comparée d’une part à celle d’un blaste de régénération d’une moelle normale et 

d’autre part à celle d’une population connue pour exprimer fortement cet antigène (par exemple 

l’expression du CD33 par les monocytes). Dans la littérature, il est décrit que les LAIP identifiés 

au diagnostic d’une LAM peuvent être classés en 4 catégories : les expressions asynchrones 

d’antigènes (60-70% des patients), les infidélités de lignées (30-40%.), les surexpressions (20-

30%) et les sous-expressions (perte ou diminution) d’antigènes (20-30%) (24). Cependant, cette 

classification dépend des marqueurs utilisés, ceux-ci variant d’une étude à l’autre. Dans 

certaines études, l’expression asynchrone d’antigène est définie strictement par la co-expression 

de marqueurs d’immaturité (CD34, CD117) et de marqueurs tardifs de maturité (CD15, CD11c, 

CD14 ou CD65) (50,51). L’étude de San Miguel et al. montre une majorité d’expression 

asynchrone d’antigène (80%). Cependant ils considèrent une perte d’expression du CD13 et/ou 

du CD33 comme un asynchronisme alors que nous interprétons cette variation comme une perte 

d’expression. La catégorie « sous-expression d’antigène » n’a donc pas été prise en compte 

(52). Dans notre étude, les marqueurs de maturité (CD15, CD11c, CD14 ou CD65) sont 

effectués au diagnostic mais ne sont pas inclus dans les tubes de MRD (tubes communs avec le 

groupe ALFA-FILO selon les recommandations de l’ELN 2018 (17)). De ce fait, cela nous 

empêche d’évaluer les expressions asynchrones d’antigène. En accord avec d’autres études, les 

LAIP les plus fréquemment retrouvés sur les blastes de nos patients étaient la perte ou 

diminution de CD33 (31%) et de CD34 (26%) et l’expression aberrante du CD7 (23%) (52,53). 

Nous avons également mis en évidence une proportion importante (26%) de patients présentant 

une perte ou diminution d’expression de CD38 sur les blastes, LAIP peu étudié dans la 

littérature. Contrairement à nos résultats, il est décrit que la surexpression de CD33 et la perte 

d’HLA-DR sont fréquemment retrouvés (52). L’analyse de l’expression d’HLA-DR n’a été 

réalisée que chez une minorité de nos patients puisque le panel d’anticorps destiné à l’évaluation 

de la MRD a évolué en 2020 avec le passage de l’association de 8 à 10 anticorps. Le marqueur 

HLA-DR ECD ainsi que le CD10 AA700 ont été testés à partir de ce moment-là.  
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 La littérature montre qu’une modification des LAIP au cours du traitement des LAM est 

observée dans 70 à 90% des cas. Les modifications les plus fréquemment observées portent sur 

les antigènes spécifiques de lignée (tels que CD33 ou CD13), les infidélités de lignée (tels que 

le CD7 ou CD56) et les antigènes associés aux progéniteurs (CD34, CD117) (53–55). Ces 

anomalies sont celles retrouvées pour nos 4 patients ayant un phénotype de rechute différent de 

celui du diagnostic. En revanche, la moitié de nos patients ne montraient pas de modification 

de LAIP. Cette discordance peut s’expliquer par le fait que notre étude de LAIP à la rechute n’a 

pu être effectuée que sur un faible nombre de patient (n=12). Ces modifications survenant au 

cours des traitements peuvent s’expliquer par une instabilité antigénique du clone principal, 

l’expansion d’un sous-clone chimiorésistant, minoritaire au diagnostic ou l’émergence d’un 

nouveau clone leucémique (56). Des difficultés pour suivre la MRD peuvent alors survenir et 

entrainer un retard dans la détection précoce des rechutes. Ces variations fréquentes doivent 

être connues de l’utilisateur afin de détecter correctement la persistance ou la réapparition des 

blastes. L’approche DfN et la constante comparaison à des moelles non pathologiques ou de 

régénération a donc aussi toute son importance dans le suivi de la MRD. 

 

B. Apport de l’analyse des CSL 

 L’étude des CSL au diagnostic montrait que les patients présentant des CSL élevé (>1%) 

avait tendance à être plus âgé (66 ans versus 53 ans) et à avoir plus de pronostic défavorable 

(53% versus 41%) ce qui est en accord avec l’étude de Plesa et al (28). Ces patients semblaient 

également rechuter en plus grande proportion que ceux ayant un taux faible de CSL au 

diagnostic (60% contre 40% respectivement). Cependant, l’analyse de la survie globale sans 

rechute dans notre population n’a pas montré de différence significative au seuil de 0.03% et 

au seuil de 1% entre les deux groupes contrairement à ce qui est décrit dans la littérature 

(28,38,39,57). En effet l’étude de Plesa et al. a montré qu’un taux élevé de CSL (>1%) au 

diagnostic était corrélé à un taux plus faible de rémission complète (52% versus 75% pour les 

patients avec des CSL <1%) ainsi qu’une survie sans rechute plus courte (12,7 mois versus non 

atteinte car plus de 50% des patients avec des CSL<1% n’ont pas rechuté après 25 mois de 

suivi).  Cette différence peut s’expliquer par le fait que notre cohorte est trop faible. La question 

du seuil prédictif de rechute se pose également. Il n’existe pas de consensus à ce sujet et des 

taux différents sont utilisés en fonction des études ce qui peut également expliquer certaines 

différences (28,38,39,57). Les patients de notre étude présentant des CSL>1% au diagnostic 
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semblaient tout de même rechuter plus rapidement ; il faudrait effectuer une étude sur une plus 

grande cohorte afin de confirmer ces résultats. De plus, parmi les 4 patients qui n’ont jamais eu 

de rémission complète, la totalité présentait des CSL>1% au diagnostic. Cette tendance a 

également été observée dans l’étude de Zeijlemaker et al. sans pour autant être significative lors 

de l’analyse multivariée. 

 Malgré l'accumulation de preuves concernant la pertinence pronostique de la quantité 

de CSL au diagnostic, ce paramètre n'est actuellement pas inclus dans la stratification des 

groupes à risque. Il serait intéressant de réaliser une étude prospective multicentrique 

internationale comme celle de Hanekamp et al. sur un grand nombre d’échantillons afin de 

standardiser les pratiques et fixer un seuil de CSL pronostique commun (58).  

De plus de nouvelles stratégies ciblant le métabolisme des CSL sont actuellement à l’étude 

conférant un intérêt thérapeutique à l’identification des CSL  (59). 

 

C. CMF versus biologie moléculaire 

 Parmi les patients analysés, 97% pouvaient être suivis par CMF contre 29% par biologie 

moléculaire (ou 71% si on tient compte de la surexpression de WT1) ce qui est en accord avec 

les chiffres décrits dans la littérature qui relatent une plus large applicabilité de la CMF par 

rapport à la biologie moléculaire (1,7,17,24). En effet, de nombreuses anomalies moléculaires 

identifiées au diagnostic ne peuvent être utilisées pour le suivi de la MRD et les rechutes 

peuvent être dues à l’expansion d’un sous-clone ne présentant pas la totalité des mutations du 

clone initial (2).  

 La revue de Grimwade et al. précise cependant que l’applicabilité de la biologie 

moléculaire dépend de l’âge. En effet dans cette revue, un marqueur de biologie moléculaire 

utile au suivi était identifié chez 60% des enfants et des adultes (< 60 ans) contre 32% pour les 

adultes plus âgés (> 60 ans)(1).  Dans notre étude, 13% des patients présentaient une mutation 

NPM1, 11% un transcrit de fusion CBFB-MYH11, 2% un transcrit de fusion RUNX1-

RUNX1T1 et 2% un transcrit de fusion M-bcr.  Ces chiffres sont différents de ceux décrits dans 

la revue de Dohner et al. qui montre que 30% des patients présentaient une mutation NPM1, 

5% un transcrit de fusion CBFB-MYH11, 7% un transcrit de fusion RUNX1-RUNX1T1, 1% 

un transcrit Bcr-abl et 13% un transcrit PML-RARA. Ces différences peuvent s’expliquer par 

le fait que l’étude de Dohner et al n’a pris en compte que les patients jusqu’à 65 ans alors que 

44% de nos patients ont plus de 65 ans. 
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 Dans notre étude, l’analyse comparative des MRD obtenues par cytométrie en flux et 

par biologie moléculaire a montré que 31% des points de suivi étaient discordants dont la 

majorité (92%) était positif en biologie moléculaire et négatif en CMF. La relecture des analyses 

de CMF présentant des discordances a permis de modifier 2 résultats. Le premier cas était du à 

un changement de LAIP entre le diagnostic et la rechute ce qui a entrainé l’échec de détection 

du clone leucémique. La deuxième modification de résultat était due à une MRD par CMF 

proche du seuil de sensibilité ce qui a rendu l’interprétation du résultat difficile. Ces deux 

modifications illustrent bien un des principaux inconvénients de la cytométrie en flux qui est la 

nécessité d’avoir un opérateur expérimenté et une constante comparaison avec des moelles 

normales afin de rechercher la présence de cellules présentant un phénotype ‘DfN’. En accord 

avec nos résultats, l’étude de Ouyang et al. portant sur les transcrits de fusion 

RUNX1/RUNX1T1 et CBFB-MYH11 retrouvait 40% de discordances entre les MRD qui 

étaient positives en biologie moléculaire et négatives en CMF (60). Ces discordances 

concernaient majoritairement les points en post induction où la CMF était plus prédictive de 

rechute. Cette étude a également montré que les taux faibles <0,01% et élevés >10% de 

transcrits de fusion étaient bien corrélés aux résultats de MRD obtenus par CMF. Nos résultats 

montrent que 92% des points discordants étaient faiblement positifs (<10%) en biologie 

moléculaire (transcrits de fusion) et négatif en CMF, ce qui est en accord avec cette étude (60). 

De même, une étude de Inaba et al. a montré que les résultats de MRD évaluée par CMF et par 

biologie moléculaire était concordants dans 99% des cas lorsqu’ils étaient négatifs. En 

revanche, seuls 10% des prélèvements positifs par biologie moléculaire étaient positifs en 

cytométrie en flux, les analyses d'AML1-ETO et de CBFβ-MYH11 représentant la plupart des 

divergences (61).  Ces discordances pourraient s’expliquer par une différence de sensibilité 

entre les 2 méthodes (62). De plus, la cinétique des MRD est un point important à prendre en 

compte dans l’évaluation de la réponse au traitement ou celle de la rechute précoce. Une étude 

du United Kingdom Medical Research Council a montré l’importance de suivre la décroissance 

de ces transcrits de fusion en post induction (63). En effet, une diminution des taux de 

RUNX1/RUNX1T1 >3log (ou >500 copies pour CBFB-MYH11) était de meilleur pronostic. 

En post-consolidation ou pendant le suivi, cette étude montrait qu’un résultat de biologie 

moléculaire positif était associé à un risque élevé de rechute, résultat également retrouvé dans 

l’étude de Ivey et al. portant sur la mutation NPM1 (64). Toutefois, la MRD moléculaire peut 

persister à un faible nombre de copies après la fin du traitement, ce qui est associé à un faible 

risque de rechute. L’ELN a créé une catégorie de MRD incluant cette notion chez les patients 

ayant eu une RC cytologique, basé notamment sur une étude de Shayegi et al. (65). La 
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persistance moléculaire à faible nombre de copie est définie comme une MRD <1-2% et une 

augmentation de moins d’un log entre 2 prélèvements consécutifs. Si l’augmentation est 

supérieure à un log, il s’agit d’une rechute moléculaire. Différents seuils prédictifs sont décrits 

en fonction des temps de prélèvement, des marqueurs étudiés et des études (17,66). 

 Dans notre étude, un seul point de suivi était négatif en BM et positif en CMF. Pour ce 

patient, le seul marqueur moléculaire identifié pour le suivi était la surexpression de WT1. 

Malgré son applicabilité à un grand nombre de patients (~90%) (43), l’ELN ne préconise pas 

d’utiliser l’expression de WT1 comme marqueur de MRD en raison d’une faible sensibilité et 

spécificité, sauf si aucun autre marqueur n’est disponible pour le patient (17,67). De plus, il est 

recommandé de privilégié la quantification de WT1 dans le sang plutôt que dans la MO en 

raison de sa meilleure sensibilité (17). En effet, WT1 est exprimé plus faiblement par les cellules 

sanguines que les cellules hématopoïétiques médullaires en condition physiologique (43). Des 

seuils de surexpression pathologiques ont été fixés à 0,5% dans le sang et 2,5% dans la MO 

(43). L’étude de Hao et al. portant sur l’évaluation de la MRD post greffe retrouvait une 

sensibilité comparable de la surexpression de WT1 par rapport à la CMF mais préconisait une 

utilisation combinée de ces 2 techniques permettant d’obtenir une meilleure sensibilité (68).  

 L’étude de Liu et al. (69) a montré l’intérêt d’utiliser conjointement les résultats de 

MRD évaluée par CMF et biologie moléculaire (transcrits de fusion RUNXI-RUNX1T1 et 

mutation NPM1) dans le but d’améliorer la prédiction de rechutes et de survie globale en post-

consolidation.
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VI. Conclusion et perspectives 

 Nos données ont permis d’évaluer l’applicabilité au CHU de Marseille d’un panel de 

cytométrie en flux commun au groupe ALFA-FILO. Ce panel, utilisé dans le cadre du 

diagnostic et du suivi des leucémies aiguës myéloïdes de l’adulte, a été mis en place en 

s’appuyant sur les recommandations de l’ELN 2018 dans un souci d’harmonisation des 

pratiques entre les différents laboratoires. 

 Notre étude a montré que la MRD par CMF était applicable dans 97% des cas et 

concordante à la biologie moléculaire dans 69% des cas. La grande majorité des points 

discordants étaient faiblement positifs en biologie moléculaire et négatifs en cytométrie en flux. 

Ces résultats mettent en lumière les différences de sensibilité existant entre ces deux méthodes 

ainsi que l’importance de prendre en compte la cinétique des MRD et les éventuelles 

modifications immunophénotypiques en cours de traitement ou lors des rechutes. Cependant, 

cette méthode nécessite une grande expertise dans l’analyse des résultats.  

 L’analyse des CSL est un paramètre important déterminé par la CMF puisqu’un taux 

élevé de CSL est décrit comme prédictif de rechute. Même si nous n’observons pas de 

différence statistiquement significative entre les patients présentant un taux de CSL > ou < à 

1%, nous mettons en évidence une tendance à rechuter plus fréquemment et plus rapidement 

chez les patients avec un taux de CSL > 1% au diagnostic. 

 Nos résultats confirment donc que la CMF est une technique présentant de nombreux 

avantages à la fois dans la détermination des CSL au moment du diagnostic ainsi que dans 

l’évaluation de la MRD au cours du suivi des patients atteints de LAM. L’utilisation dans nos 

laboratoires hospitaliers de nouveaux cytomètres permettant d’augmenter le nombre de 

paramètres analysés en un seul tube ainsi que le développement des analyses non supervisées 

seront des perspectives tout à fait intéressantes nous permettant encore très certainement 

d’améliorer la sensibilité de cette technique. 
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Evaluation de la maladie résiduelle par cytométrie en flux dans les leucémies aiguës 

myéloïdes : expérience du laboratoire d’hématologie du CHU de Marseille 

 

 Les LAM constituent un groupe hétérogène d’hémopathies malignes dont le pronostic 

reste sombre chez les adultes. La détection de la maladie résiduelle (MRD) par cytométrie en 

flux (CMF) et biologie moléculaire (BM) tout au long du parcours de soins du patient est 

primordiale afin d’évaluer la réponse au traitement mais aussi d’identifier précocement une 

rechute. Dans le but d’harmoniser les pratiques de détection de la MRD par CMF, un panel 

commun à de nombreux laboratoires a été développé selon les recommandations nationales et 

européennes. Ce panel comprend différentes approches reposant sur la recherche d’aberrations 

immunophénotypiques blastiques (approches LAIP et DfN) et la détection de cellules souches 

leucémiques (CSL). L’objectif de ma thèse a été d’évaluer l’applicabilité de cette analyse au 

sein du laboratoire d’hématologie de la Timone au CHU de Marseille. 

 L’évaluation de la MRD par CMF a été effectué chez 41 patients et comparés aux 

résultats de biologie moléculaire. Nous montrons que la MRD par CMF est applicable dans 

97% des cas et observons des résultats comparables à ceux de la biologie moléculaire dans 69% 

des cas. 

 Malgré une moindre sensibilité, ces résultats mettent en évidence que la CMF détient 

une place importante dans l’évaluation de la MRD au cours du traitement des LAM notamment 

grâce à son importante applicabilité.  

 

Mots clés : Maladie résiduelle, leucémies aiguës myéloïdes, cytométrie en flux, cellules 

souches leucémiques. 


