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Résumé
L es leucémies aigués myéloides (LAM) constituent une
entité tres hétérogéne dont le pronostic reste tres
péjoratif malgré des progrés considérables observés ces
derniéres années, notamment dans le domaine de la biologie
moléculaire. La maladie résiduelle (MRD) permet, sur le plan
théorique, d'avoir en un seul test une vision globale des critéres
de réponse au traitement. Si elle est I'un des parametres clés
dans les leucémies aigués lymphoblastiques, son utilisation pour
une stratification personnalisée dans les LAM reste limitée a
quelques sous-groupes comme les leucémies aigués promyé-
locytaires, a core binding factor ou mutées NPM1. Les raisons
principales en sont la faible sensibilité des techniques utilisées
pour les autres sous-groupes moléculaires et |'absence
d’homogénéisation, d'une part, des techniques utilisées, et
d'autre part du matériel utilisé (sang versus moelle osseuse)
ainsi que des temps danalyse réalisés dans les études
protocolaires rétrospectives. Ce sont ces derniers parametres
qu'il sera nécessaire de standardiser rapidement avant de faire
de la MRD un surrogate marker dans les LAM.

Abstract
A cute myeloid leukaemias (AML) are a very heterogeneous
entity whose prognosis remains very poor despite
considerable progress in recent years, partly due to molecular
biology. Minimal residual disease (MRD) theoretically provides
a global view of treatment response criteria in a single test.
Although it is one of the key parameters in acute lymphoblastic
leukaemias, its use for personalized stratification in AMLs
remains limited to a few subgroups such as, acute promye-
locytic, core binding factor or NPM1 mutated leukaemias. This
is mainly due to a lack of sensitivity of the techniques used for
the other molecular subgroups and to the lack of homogeniza-
tion of the techniques and tissu used (blood versus bone
marrow) as well as the time point analysis performed in
retrospective protocol studies. It is these latter parameters
that will need to be quickly standardized before the MRD can
be used as a surrogate marker in AMLs

es leucémies aigués myéloides (LAM) constituent probablement le sous-groupe d'hémopathies malignes le plus
hétérogene, que ce soit sur le plan morphologique, immunophénotypique ou génotypique. L'identification de
nombreux marqueurs au diagnostic — incluant la cytogénétique, 1'age, la leucocytose et les marqueurs moléculaires —
ont permis une meilleure stratification et une amélioration de la survie. Celle-ci demeure toutefois médiocre, en
particulier chez le sujet agé [1, 2]. L'utilisation de tests postthérapeutiques permettant d'évaluer globalement la
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Ficure 1

Notion d’événements rares

Diagnostic d’une hémopathie Suivi (RC)

Représentation schématique du nombre de cellules tumorales (en rouge) dans le prélevement du
diagnostic et dans le prélévement correspondant a la rémission complete (RQ).

réponse ou la persistance de maladie résiduelle (MRD) — termes progressivement

remplacé par celui de mesure de la maladie résiduelle — devrait permettre

d'améliorer encore cette stratification et d'assurer une meilleure prise en charge
. thérapeutique [3].

Qu'est-ce que la maladie résiduelle ?
C'est la persistance d'un petit nombre de cellules leucémiques résiduelles
indétectables par les techniques morphologiques (numération formule sanguine
[NFS] et myélogramme), qui sont résistantes a la chimiothérapie et responsables
de la rechute (figure 1).
La MRD est un processus dynamique : la cinétique de réduction de la MRD au cours
du traitement est le reflet de la chimiosensibilité des cellules tumorales. La MRD
integre donc les facteurs pronostiques préthérapeutiques, le métabolisme des
drogues et la réponse immunitaire antitumorale. Elle est donc un facteur
pronostique puissant et indépendant des facteurs préthérapeutiques [4, 5].
Au diagnostic d'une leucémie, I'organisme est envahi par 10" a 10'? cellules
tumorales, Le but du traitement d'induction est d'obtenir la rémission complete
hématologique (RCH), la normalisation de I'hémogramme et moins de 5 % de
blastes dans la moelle, c'est-a-dire une réduction d'environ 1 a 2 log;, (facteur 10 a
100) de la blastose initiale (figure 2).
Cependant, la RCH peut représenter une masse tumorale encore tres importante :
théoriquement entre 0 et 10° cellules tumorales
Le but des traitements de consolidation est donc, idéalement, d'éradiquer
totalement la masse tumorale pour aboutir a une guérison de la LAM. Dans le cas
contraire, les cellules tumorales résiduelles pourront étre a I'origine d'une rechute,
plus ou moins précoce selon la profondeur de la réponse.
Il est important de noter que les techniques disponibles aujourd'hui, méme les plus
sensibles, ne permettent pas de descendre en dessous de 10° (une cellule
leucémique sur 10°), 1a zone inférieure a 107 représentée en gris sur la figure 2 est
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La maladie résiduelle dans les leucémies aigués
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Représentation schématique de différentes évolutions de la maladie résiduelle dans les leucémies
aigués apres traitement intensif, ainsi que les indications du suivi de la MRD en fonction de la période
de prélevement.

inaccessible aux explorations. Une rémission complete moléculaire (MRD
indétectable) ne signifie donc pas une MRD négative (figure 3).

Pourquoi étudier la maladie résiduelle ?
— Pour établir de maniere reproductible, objective et sensible le statut de
rémission.
— Comme marqueur pronostique de chimiosensibilité et pour améliorer la
stratification thérapeutique a coté des autres marqueurs pronostiques.
— Pour réaliser le suivi pendant le traitement et identifier plus tot une rechute
éventuelle.
— Pour avoir un marqueur de réponse lors de tests de nouvelles molécules.

Quels sont les critéres de choix du ou des marqueurs ?
Les criteres majeurs sont que le marqueur doit [5] :

avoir la plus grande sensibilité possible,

etre spécifique de la maladie,

étre stable entre le diagnostic et la rechute,

— étre applicable a un grand nombre de patients,

— étre détectable par une technique facilement réalisable en routine hospitaliere,
— résulter d'une technique ayant un cout acceptable.

En tenant compte de ces criteres, les meilleurs marqueurs de MRD dans les LAM
sont les transcrits de fusion et les mutations de NPM1, qui représentent 40 a 70 %
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Comparaison de la sensibilité des différentes techniques
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Comparaison de la sensibilité des différentes techniques utilisées pour le suivi de la MRD.

des marqueurs, selon 1'age ; viennent ensuite les marqueurs aberrants (LAIP, pour
leukemia aberrant immunophenotype) et les cellules souches leucémiques (CSL)
quantifiés par cytométrie en flux et enfin la quantification de WT 1 et de certaines
mutations (figure 3).

Quelles sont les techniques utilisées pour les marqueurs moléculaires ?

La PCR quantitative en temps réel (RQPCR) est recommandée en priorité, pour des
raisons de sensibilité et du fait de sa standardisation sur de nombreux marqueurs
— Runx1-RUNX1t1, cbfB-MYH11, PMLRARA (biomed 2 [6, 7], wtl (European
Leukemia Net [ELN]) [8] —. Sur les transcrits de fusion, la sensibilité est comprise
entre 107 et 10°%, selon les transcrits. La sensibilité vis-a-vis de WT1 est beaucoup
plus faible, non pas du fait de la technique, mais en raison du bruit de fond da a
I'expression de WT1 dans les cellules souches hématopoiétiques normales. Pour
ces raisons, 'ELN [9] a récemment recommandé de n'utiliser ce marqueur que s'il
n'existe pas d'autres marqueurs moléculaires ni de marqueurs suivables par
cytométrie de flux (CMF). Ce point sera discuté dans le chapitre des applications
cliniques.

Pour les transcrits de fusion impliquant le gene MLL/HRX, comme on en emploie
dans les LAL, la RQPCR est également recommandée, mais sur ADN, apres
identification de la jonction des deux genes partenaires [10]. Enfin, pour les autres
transcrits de fusion, la RQPCR n'est pas standardisée, et il existe peu de plasmides
commerciaux permettant la calibration. Une quantification par PCR digitale
(ddPCR) [11] pourrait étre une alternative intéressante. La rareté de ces derniers
et la difficulté technique pour le gene MLL (pour mixed lineage leukemia)
nécessitent une centralisation nationale.

En l'absence de transcrits de fusion ou de mutation de npm1, un suivi des
mutations est possible, soit par ddPCR, soit par séquencage de nouvelle génération
(NGS) [12, 13]. Pour des raisons pratiques, la ddpcr est essentiellement
envisageable sur les hot-spots tels que les mutations IDH1/IDH2, DNMT3R882,
N/KRAS, Ckit ou FLT3TKD. Sur le plan de la sensibilité, elle est comprise entre 107>
et 10™* en fonction du marqueur et de la technologie utilisée [10].

La seconde approche est le NGS, qui, sur le plan théorique, devrait étre plus
sensible que la ddPCR. Toutefois, la sensibilité sera fonction de la quantité dADN
dans la prise d'essai (impossible d'atteindre 10 avec une prise d'essai de 50 ng
d’ADN, méeme avec l'obtention de 500 000 reads par échantillon), elle sera fonction
de la qualité des séquences obtenues et du bruit de fond (recommandation
d'utiliser des barcodes moléculaires). Son utilisation est actuellement peu
développée, en raison des difficultés techniques, notamment bio-informatiques,
et, surtout, de son cout tres élevé pour des analyses prospectives.




De maniere générale, les mutations touchant les tyrosines kinases (FLT3ITD et
TKD, N/K RAS, C-KIT) ne sont pas recommandées comme marqueurs, car instables
entre le diagnostic et la rechute [9], de méme que les mutations liées a 1'age, en
particulier DNMT3a, qui persiste a des taux élevés chez la grande majorité des
patients. Les autres marqueurs liés a l'age, tels que TET2, ASXL1 ou IDH1/2,
doivent si possible étre quantifiés avec d'autres marqueurs [14-16].

Sur le plan de la sensibilité, les techniques réalisées sur la moelle présentent une
meilleure sensibilité que sur le sang. Néanmoins une meilleure corrélation avec
I'évolution clinique (rechute) a récemment été rapportée pour le suivi de NPM1, de
RUNX1-RUNX1T1 en fin de traitement et de WT1 (meilleure sensibilité sur le sang
du fait de la diminution du bruit de fond) [8, 17-19].
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Quelles sont les exigences techniques pour I'évaluation de la maladie résiduelle

par techniques de biologie moléculaire ?
Pour la PCR quantitative (qPCR), I'ELN [9] recommande l'utilisation de 'ADNc plutot
que de I'ADN, spécialement pour les transcrits de fusion et les mutations NPM1.
Chaque analyse doit étre effectuée en triple exemplaire ; si deux des trois réplicats
ont une valeur de CT (pour cycle threshold) < 40, 1'échantillon est considéré comme
positif selon les recommandations de 1I'European Code Against Cancer (ECAC). Au
cours de chaque run, quatre controles doivent étre inclus : un controle négatif, deux
controles positifs couvrant la gamme de sensibilité souhaitée et une eau témoin.
La conversion d'un résultat négatif en un résultat positif doit etre confirmée quatre
semaines plus tard sur un deuxieme échantillon. Si l'augmentation de la MRD dans
le deuxieme échantillon est supérieure a 1 log;o, le diagnostic de rechute
moléculaire est confirmé.

Dans les leucémies aigues myéloides, quelle approche méthodologique utiliser

en cytométrie de flux ?
L'étude de la MRD en CMF repose sur la caractérisation des aberrations
d'expression de protéines — le plus souvent membranaires, a la surface des cellules
blastiques — permettant de différencier ces cellules de celles de 1'hématopoiese
normale (LAIP) [20, 21].
Ces aberrations d'expression sont de trois ordres :

— expression de marqueurs d'une autre lignée que la lignée myéloide,

— modulation de l'intensité d'expression de marqueurs de la lignée myéloide
(absence, diminution ou méme surexpression),

— asynchronisme d'expression : lors de la maturation hématopoiétique depuis les
progéniteurs jusqu'aux éléments terminaux de lignée, I'expression d'une série de
marqueurs membranaires accompagne chaque étape de la différentiation, ceci avec
un ordonnancement tres rigoureux.

En revanche, cet ordonnancement est souvent perturbé lors du processus
leucémique, et il est fréquent que les blastes expriment a leur surface une
mosaique de marqueurs ne devant pas étre exprimés au meéme stade de la
différenciation. Ces anomalies sont mises en évidence par la CMF grace a deux
stratégies d'analyse :

— soit le suivi des LAIP mises en évidence au diagnostic,

— soit celle dite DfN (pour different from normal cells) [9], qui repose sur la mise en
évidence de cellules présentant des caractéristiques les différenciant de
I'hématopoiese normale.

Cette deuxieme approche ne nécessite pas de connaitre I'immunophénotype au
diagnostic et peut également détecter l'apparition de nouveaux marqueurs
apparaissant sur les blastes au cours de la maladie et de son traitement
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(shift d'immunophénotype) ; ceux-ci seront de plus en plus fréquemment observés
du fait des nouvelles modalités thérapeutique : anticorps monoclonaux (e.g,
gemtuzumab ozogamicine [GO]) ou cellules T exprimant des récepteurs
chimériques [CAR-T cells]).

La différence entre les deux approches est tout a fait minime, une parfaite
connaissance des caractéristiques immunologiques de chaque élément et de
chaque stade de I'hématopoiese étant le préalable a toute étude de MRD en CMF,
que ce soit par 1'une ou par l'autre technique. L'évolution des cytometres de flux
qui, permettant actuellement de suivre en routine de huit a quatorze marqueurs
ayant des fluorescences différentes, autorise l'utilisation de larges panels
d'anticorps, de plus en plus aptes a caractériser les cellules leucémiques et
hématopoiétiques normales a tous leurs stades de maturation (voir les
recommandations de I'ELN). Ainsi, une technologie basée sur au moins huit
couleurs est nécessaire (tableau 1). De méme, 'ELN recommande d'utiliser les
deux approches combinées appelées : LAIP based (la plus rapide et la plus
sensible) & Dfn Approach (qui permet de s'affranchir des variations antigéniques
éventuelles, mais, souvent, avec une perte de sensibilité).

Pour la CMF, le prélevement médullaire est actuellement recommandé, car il est
beaucoup plus apte a mettre en évidence la MRD, puisqu'il autorise 1'étude d'un
plus grand nombre de cellules reflétant la globalité de I'hématopoiese. On peut
rappeler que, dans le sang, le passage des blastes n'est souvent que tres partiel.
Ainsi, pour mémoire, pour un patient ne présentant pas de leucopénie, atteindre
une limite de détection de la MRD a 10 avec une population statistique minimale
de trente a cinquante cellules nécessitera d'analyser un échantillon d'au minimum
15 a 20 mL de sang. Théoriquement, si la combinaison suivie est assez robuste
pour détecter spécifiquement les blastes leucémiques, 100 cellules leucémiques
seront caractérisées parmi les hémoblastes circulants, qui représentent, pour ce
volume de sang, environ 20 000 a 100 000 cellules. Statistiquement, l'affirmation
de la détection d'une population aberrante implique la mise en évidence d'au
moins trente a cinquante cellules hors des étapes techniques de lyse des hématies,
de marquage et de lavage post-marquage, qui entrainent nécessairement une perte
de cellules. Ainsi, méme si des travaux sur le sang sont en cours, avec une
réalisation technique locale en utilisant des panels communs, au moins huit
couleurs et une interprétation plus ou moins centralisée en fonction des
expériences des uns et des autres, il est ambitieux d'espérer atteindre des
sensibilités de détection fortes sur le sang.

En résumé, les éléments concrets qui vont a 1'encontre de 1'analyse sur le sang
sont :

— l'absence d'image de la régénération,

— une représentativité de la leucémie limitée par la partialité aléatoire du passage
sanguin des blastes (10 %, 1 % ou moins),

— un volume de sang important pour atteindre une profondeur suffisante.

L'analyse de la MRD sur le sang ne peut étre envisagée que comme une alternative
par défaut de moelle avec un seuil de détection autour de 10™° dont la valeur n'est
pas comparable au seuil obtenu dans la moelle (les leucocytes utilisés comme
dénominateur de ce seuil étant différents dans le sang et la moelle).

L'échantillon de moelle reste le gold standard [9] : c'est le lieu de la leucémie.
L'analyse de la régénération médullaire est possible, en parallele de la recherche de
blastes. Cela permet, par exemple, d'affirmer, pour un myélogramme de sortie
d'aplasie, avec un petit exces de blastes, s'ils correspondent a de la maladie ou de la
régénération, une rémission immunophénotypique. Le seuil de sensibilité
raisonnablement utilisable avec les techniques actuelles est de 107, avec la
possibilité de descendre a 10" en cas de LAIP tres robuste. L'analyse par Dfn se

N

cantonnera a un seuil de 1073, cette méthode étant basée essentiellement sur




I'expertise de 1'opérateur a différencier les populations normales des populations
aberrantes. Les inconvénients de 1'analyse de la moelle sont, d'abord, l'intrusivité
du prélevement et, ensuite, la potentielle dilution sanguine de celui-ci.

Dans la moelle, la CMF permet de « décortiquer » les premiere étapes de
I'hématopoiese ; aussi cette technique sera-t-elle probablement employée a
'avenir, et a l'instar du myélogramme, pour faire la description et l'interprétation
immunophénotypique de 1'hémoblastogramme, depuis les cellules souches
jusqu'aux premieres cellules morphologiquement identifiables. Dans cette optique,
'accessibilité en pratique quotidienne de laboratoire d'algorithmes d'analyse non
supervisée (Tsne, Flowsom, ACP, etc.) contribuera a sa réalisation [22-24].
Actuellement, l'intergroupe Francais des LAM (ALFA+FILO+Myechild) réalise un
gros travail de structuration et de standardisation afin de répondre a ces exigences.
Le seuil de 0,1 % semble aujourd'hui facilement atteignable, et de maniere robuste,
pour l'ensemble des combinaisons (tableau 1) et des plateformes utilisées et c'est
également celui qui semble le plus pertinent dans les études rétrospectives
publiées. Pour autant, de gros efforts techniques sont actuellement réalisés pour
atteindre le seuil de 107

Enfin, quelques équipes travaillent sur le suivi des CSL [25]. Les résultats obtenus
sont encourageants, mais non superposables et plutot complémentaires avec la
stratégie LAIP based & Dfn Approach (figure 4). De nouveau, l'intergroupe francais a
développé une stratégie permettant de valider prospectivement les trois
approches citées précédemment.

Actuellement un compte rendu de MRD en CMF doit comporter :

— une évaluation de la représentativité médullaire de 1'échantillon,

— la description des combinaisons utilisées pour I'identification de la MRD,

— le taux de MRD dont le dénominateur le plus pertinent reste a définir (un
consensus existe actuellement autour des leucocytes CD45%).

— dans le cas des MRD non détectées : la limite de sensibilité de détection en
fonction de la régénération hématopoiétique normale.

Al'avenir le compte rendu d'une étude médullaire par CMF devrait ressembler a ce
qui se fait en cytologie pour le myélogramme focalisé dans le contingent des
progéniteurs hématopoiétiques. La classification des étapes immunophénotypique
de I'hémoblastogramme reste a construire, ainsi que la détermination des valeurs
de référence pour chacune des sous-populations définies.

A quel moment et dans quel but mesurer la maladie résiduelle dans les leucémies
aigues myéloides ?
Six situations peuvent étre observées (figure 2) :

— mesure de la réponse précoce en vue d'une stratification thérapeutique,
essentiellement centrée sur l'allogreffe de moelle,

Tableau 1

Exemple de panel d’'AC minimal de suivi de la MRD en CMF multiparamétrique conforme aux recommandations
de I'ELN (en grisé : squelette commun de fenetrage des blastes leucémiques) actuellement utilisé pour le suivi
de la MRD des patients LAM des essais du BIG (approche conjointe LAIP/DifN et LSC).
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approche LSC, B) approche MRd LAIP/DifN, C) approche couplée MRD+LSC (Terwijn, 2014 [25]).

— évaluation en fin de consolidation, afin d'envisager un traitement d'entretien,
— détection précoce des rechutes, par un suivi rapproché permettant d'initier
rapidement la recherche de donneur en vue d'une allogreffe ou d'envisager une
autre thérapie,

— avant allogreffe de CSH,
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— apres allogreffe de CSH, afin de moduler I'immunosuppression ou d'envisager
des injections de lymphocytes du donneur (DLI), voire de réaliser un traitement
préemptif (azacitidine ?).

— comparer |'efficacité d'un bras de traitement par rapport a un autre.
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Application clinique dans les leucémies aigues myéloides
La premiere application de la MRD dans les LAM est de confirmer ou d'infirmer la
rémission complete de maniere plus précise que la morphologie. L'ELN 2017 [20] a
inclus ce nouveau critere de réponses (rémission complete avec ou sans MRD).
Sa seconde application est de prédire, plus ou moins précocement, la rechute. Cette
utilisation, pour les marqueurs moléculaires, est actuellement restreinte aux
leucémies aigués promyélocytaires (LAP), aux leucémies a core binding factor et
aux leucémies NPM1 mutés. Pour les autres patients, I'ELN recommande la
cytométrie de flux. Ce choix peut éventuellement étre discuté s'il existe d'autres
marqueurs moléculaires et que ceux-ci augmentent au cours du temps alors que le
patient demeure en rémission cytologique. Quel que soit le test utilisé ou le
moment ou celui est réalisé, une MRD positive est toujours significativement
associée a la rechute dans les études publiées. Pour autant, elle est rarement
utilisée a I'échelle individuelle, d'une part car un résultat positif ne prédit pas
systématiquement une rechute (l'inverse est également vrai), et d'autre part parce
que les seuils décisionnels, les techniques et les moments clés du traitement ou la
MRD est réalisée sont tres variables d'une étude a l'autre ; une homogénéisation
des pratiques au niveau européen, voire international, demeure donc nécessaire.

Cas particuliers

Les leucémies aigués promyélocytaires

Le point de MRD le plus important est en fin de consolidation. Une PCR négative a
ce moment est associée a un risque tres faible de rechute, et ceci quel que soit le
traitement utilisé : chimiothérapie + ATRA ou ATRA + arsenic (ASO) [26-28]. Si,
durant les phases de traitement, la MRD n'a pas de valeur pronostique, il n'en va
pas de méme apres l'arrét du traitement. En effet, la conversion d'une PCR négative
en une PCR positive confirmée prédit une rechute a plus ou moins court terme.
Pour les patients traités par ATRA + ASO, il est recommandé de réaliser un suivi sur
moelle jusqu'a obtention d'une MRD négative et jusqu'a la fin du traitement — ceci
pour les LAP de risque faible et intermédiaire. Pour les patients de haut risque, le
suivi sera prolongé deux ans apres l'arrét du traitement sur le sang et la moelle
tous les trimestres.

Les leucémies aigués myéloides a translocation [8;21]/
RUNX1-RUNX1T1

Le taux de transcrit initial n'a pas d'impact sur la rechute ni sur la survie. Durant la
phase de traitement, il n'existe pas de consensus sur le type de prélevement a
utiliser (sang versus moelle), ni sur le moment auquel la MRD doit étre réalisée (fin
induction, apres une ou deux cures de consolidation). Dans tous les cas, une MRD
négative précoce n'est pas associée a un pronostic favorable. Dans le protocole CBF
(pour core binding factor) 2006 [29], la non-réduction de 3 log;, par rapport au
diagnostic en fin d'induction ou apres une cure de consolidation sur la moelle était
associée a un risque de rechute plus important, sans que cette étude ait pu montrer
I'impact de la greffe chez ces patients. Dans ce sous-groupe de leucémie aigué, ce
qui fait consensus est que la persistance d'une MRD positive sur sang et non sur
moelle en fin de traitement est associée a un risque de rechute tres élevé (90 %),
de méme que la conversion d'une MRD négative en MRD positive confirmée sur
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sang apres la fin de traitement, sans qu'il y ait a ce jour de recommandations de
traitement chez ces patients [19].

Les leucémies aigues myéloides avec inversion 16/CBFB-MYH11
Comme pour les translocations [8;21], le taux de transcrit initial ou une MRD
négative précoce n'ont pas de valeur pronostique [30]. Dans le protocole CBF 2006
[29], 3 log1o de réduction en fin d'induction ou apres une cure de consolidation
était associée a un taux de rechute significativement plus élevé. Il n'existe aucune
donnée dans la littérature, a notre connaissance, concernant la fin du traitement ou
la période qui suit.

Les leucémies aigués myéloides a NPM1 mutées

De nombreux articles ont démontré la valeur prédictive d'une MRD négative sur
l'incidence de rechute ou la survie. Néanmoins, faute d'homogénéisation dans
I'expression des résultats ou du moment ou est réalisée la MRD, il était difficile
jusque récemment de formuler des recommandations. Deux papiers récents
[17, 18] ont permis de faire évoluer les choses. Dans ces études, bien que la
sensibilité soit meilleure dans la moelle que le sang (0,5 a 1 log;o de différence), ce
que confirme la majorité des études, le sang est plus prédictif que la moelle. Un
autre point commun a ces deux études est qu'une MRD négative [17] ou une perte
de 4 log;g apres deux cures de chimiothérapie y est associée a un tres faible risque
de rechute, quel que soit le statut FLT3ITD. Dans la seconde étude, Balsat et al. [18]
ont par ailleurs montré 1'absence de bénéfice de 1'allogreffe chez les patients
NPM1* FLT3ITD" ayant perdu 4 logy,. A noter, toutefois, que le recul médian n'était
pas trés important. A notre connaissance, il s'agit de la premiere application en
pratique clinique, puisque c'est cette stratégie qui est désormais appliquée dans le
protocole BIG1.

Autres cas

D'une maniere générale, L'ELN recommande une approche par cytométrie de flux.
Or, la communauté hématologique francaise a, dans son ensemble, pris du retard
dans ce domaine — retard qu'elle essaie actuellement de combler, notamment via la
mise en place de plusieurs groupes de travail, lesquels ont émis un certain nombre
de recommandations [9, 31]. De la méme facon que la biologie moléculaire, une
MRD négative sur la moelle et apres deux cures de chimiothérapie est associée a un
meilleur pronostic.

Pour les patients ayant un marqueur moléculaire, un suivi moléculaire sur moelle
et sang est également recommandé apres deux cures de chimiothérapie et en fin de
traitement. A noter qu'il n'existe que peu de kits permettant ce suivi, ce qui rend
difficile la standardisation des résultats. A titre personnel, pour les patients ayant
un transcrit de fusion, je préconise plutot la ddPCR avec une oligocentralisation des
prélevements.

Une autre possibilité est de réaliser un suivi des mutations par NGS. Plusieurs
articles [12, 13] en ont démontré la faisabilité, avec quelques restrictions : le
probleme des mutations liées a I'age (DNMT3A, TET2 et ASXL1) [15, 16], la prise
d'essai en ADN, le probleme du bruit de fond limitant la sensibilité de 0,1 % a 1 %,
ainsi que le cout tres élevé, en particulier pour une analyse prospective en vie
réelle. Sur les hot-spots tels que IDH1/2, FLT3TKD, N ou K-RAS, la ddPCR a des
avantages indiscutables, mais elle est difficilement envisageable sur les autres
cibles de maniere prospective.

Le dernier marqueur utilisable est la quantification de 1'expression de WT1. Si ce
marqueur a été tres a la mode a la fin des années 2000, il est aujourd'hui tres
contesté, pour trois raisons majeures : son manque de sensibilité, son utilisation
limitée a environ 50 a 60 % des patients et sa non-spécificité aux LAM. Néanmoins,




il présente plusieurs intéréts majeurs : il est réalisé sur le sang, le coit de sa
quantification est faible par rapport au NGS et la prédiction de rechute qu'il permet
est identique a celle de la CMF ou du NGS [32] (la figure 5 compare les trois
approches).

Eh oui, il existe encore des effets de modes méme dans notre discipline.

Ce sous-groupe de patients sans marqueurs moléculaires, classiquement suivables
par RQPCR, se compose donc de patients de pronostic intermédiaire ou
défavorable ; ils ont donc des indications d'allogreffe. La MRD, pourrait, en
fonction de son niveau, avoir un impact sur le choix du type de donneur, de la méme
facon que chez les patients qui ne sont pas en RC hématologique. Il serait
également possible, en théorie, d'envisager de ne pas réaliser de greffe chez les
patients tres bon répondeurs, mais cela suppose de disposer de techniques de
mesure d'une grande sensibilité, ce que ni la CMF, ni le NGS ni le suivi de WT1 ne
sont aujourd'hui.

Revue b

Maladie résiduelle en prétransplantation

Que ce soit par CMF, via le suivi de WT1 ou, plus récemment, par NGS, une MRD
prétransplantation positive est un facteur pronostique indépendant de rechute et
de moins bonne survie post-transplantation [33, 34]. Malheureusement, une étude
récente [35] a démontré que la conversion d'une MRD prégreffe positive en MRD
postgreffe négative n'avait pas d'impact sur le taux de rechute ou la survie apres
une greffe myéloablative.

Il a aussi été montré que la détection, avant allogreffe, de CSL en CMF avait un
impact sur la survie sans rechute [25].

FIGuRe 5
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Rechutes chez les patients avec mutations DTA o |
1009 p=0,002
5 ! P p=23le?
.g 75 1 Détection de mutations non-DTA < |
- o o
8 O
S 50 - . - hy
5 Pas de mutation r_10_n_-|_3]'/5_\ _d_et_ec'fee o
S| e
5 25 S
hs]
o o Q|
0 T T T T 1 o T T T T T T T T
0 12 24 ) 36 48 60 0 1 2 3 4 5 6 7
Mois C Années
4 n_F
100 —MRD-141 53
MRD+ 42 29
80 Log-rank P < 0,001
60
40-
20+
T T T T
0 12 24 36 48
Mois

lllustration comparant les incidences cumulées de rechutes (CIR) en fonction de la technique utilisée. A) Technique NGS, Jongen-Lavrencic et al, [12].
B) WT1 et RQ PCR, Lambert et al, [32]. €) Cytométrie en flux, Terwijn et al, [36].
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En conclusion, en cas de MRD positive avant greffe, c'est-a-dire de maladie plus
agressive, la greffe donne de moins bons résultats !

Maladie résiduelle post-transplantation

Tres peu de données ont été publiées a ce jour, que ce soit par CMF ou par NGS. La
majorité des articles concernent l'impact du chimérisme sur la rechute et la survie.
Nous ne les détaillerons pas, car le chimérisme, qui représente le ratio entre
cellules du donneur et receveur, ne mesure pas la maladie résiduelle [36, 37]
— méme si on peut penser qu'une augmentation, avec le temps, du taux de cellules
du receveur correspond le plus souvent (mais pas toujours) a une amplification des
cellules tumorales.

Dulery et al. [38], ont également publié I'impact de la MRD suivi sur WT1. Les
patients présentant un taux de WT1 supérieur a 0,5 % sur le sang, a ]J100
postallogreffe, ont 85 % de rechute a deux ans post-allogreffe — quand ce risque
n'est que de 15 % si ce taux est inférieur a 0,5 %, et de 45 % et 30 %,
respectivement, si le chimérisme est mixte ou de type donneur. De méme, il a été
montré que la caractérisation de CSL en CMF postallogreffe avait un impact négatif
sur la survie [39].

Comparer I'efficacité d’'un bras de traitement par rapport a un autre ou l'efficacité

de nouvelles drogues
Etonnamment, ce sont deux études francaises qui ont utilisé la MRD dans ce but. La
premiere étude concernait les CBF [40], et celle-ci a démontré que le bras
contenant de hautes doses de daunorubicine donnait de meilleurs résultats en
termes de réponse clinique, et que les taux de MRD y étaient associés. La seconde
étude concernait le protocole ALFA 0701 [41]. Cette étude a démontré le bénéfice
de I'ajout du gemtuzumab ozogamicine (Mylotarg™), en doses fractionnées, a la
chimiothérapie, cet avantage se traduisant, comme dans la premiere étude, par une

®

MRD plus faible chez les patients NPM1 muté ayant recu le Mylotarg™.

En conclusion
Dans les LAM, la MRD est un marqueur pronostic fort et ce quels que soient la
technique employée, le matériel biologique utilisé ou le moment ou elle est
réalisée. De gros efforts d'harmonisation entre les différentes équipes sont
toutefois encore nécessaire afin d'en faire un surrogate marker. |
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