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ABREVIATIONS 

AA700  APC-Alexa Fluor 700 

AA750  APC-Alexa Fluor 750 

Ac   Anticorps 

ADCC  Cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps 

ADN   Acide désoxyribonucléique 

Ag   Antigène 

APC   Allophycocyanine 

ASO-qPCR  Allele Specific Oligonucleotide-quantitative Polymerase Chain Reaction 

ATM    Ataxia telangiectasia mutated 

BAKs  Kinases associées au BCR 

BCL-2  B-cell lymphoma 2 

BCR   Récepteur du lymphocyte B 

BR   Bendamustine-Rituximab 

BrdU   Bromodésoxyuridine 

BTK   Bruton tyrosine kinase 

CAR   Chimeric antigen receptor 

CD   Cluster de différentiation 

CDC   Cytotoxicité dépendante du complément 

CMF   Cytométrie en flux 

CR   Rémission complète 

CV   Coefficient de variation 

DLBCL  Lymphome diffus à grandes cellules B 

DMSO  Diméthylsulfoxyde 

ECD   Phycoérythrine Texas Red 

ECOG  Eastern Cooperative Oncology Group 

EMA   European Medicines Agency 

ERIC  European Research Initiative on CLL 

ESCAA  Société Européenne d’Analyse Cellulaire Clinique 

FCG   Fludarabine-Cyclophosphamide-Obinutuzumab 

FCR   Fludarabine-Cyclophosphamide-Rituximab 
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FILO   French Innovative Leukemia Organization 

FITC   Isothiocyanate de fluorescéine 

FISH   Hybridation in situ par fluorescence 

FS   Forward Scatter 

G-CLB  Chlorambfucil-Obinutuzumab 

GI   Obinutuzumab-Ibrutinib 

HCL   Leucémie à tricholeucocytes 

HLA   Human leukocyte antigen 

ICT   Immunochimiothérapie 

Ig   Immunoglobuline 

IgVH   Chaines lourdes des immunoglobulines 

IPI   International Prognostic Index  

iwCLL  International workshop on chronic lymphocitic leukemia 

LDH   Lactate déshydrogénase 

LLC   Leucémie lymphoïde chronique 

LOD   Limit of Detection 

LOQ   Limit of Quantification 

MBL   Lymphocytose B monoclonale 

MFI    Intensités moyennes de fluorescence 

MPP   Multipotent progenitor 

MRD   Minimal residual disease 

MYD88  Myeloïd differenciation primary response 88 

NF-κB  Nuclear factor kappa B 

NGS   Next generation sequencing 

NK  Natural killer 

NLC   Nurse-like cells 

OS   Overall survival (survie globale) 

PBS   Tampon phosphate salin 

PC5.5  Phycoérythrine Cyanine 5.5 

PC7   Phycoérythrine Cyanine 7 

PCD   Programmed cell death 

PCR   Polymerase chain reaction 
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PD   Maladie en progression 

PE   Phycoérythrine 

PerCP  Peridinin Chlorophyll Protein Complex 

PFS   Progression free survival (survie sans progression) 

PI3K   Phosphatidyl-inositol-3-kinase 

PMT   Photomultiplicateurs 

PR   Rémission partielle 

RC   Réponse complète 

RFC   Rituximab-Fludarabine-Cyclophosphamide 

ROR1  Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 

RP   Réponse partielle 

SAB   Sérum albumine bovine 

SF3B1  Splicing factor 3b subunit 1 

SLP-B  Syndrome lymphoprolifératif B 

SS   Side Scatter 

Syk   Spleen tyrosine kinase 

TDM   Tomodensitométrie 

TEP   Tomographie par émission de positons 

TP53   Tumor protein 53 

VR   Vénétoclax-Rituximab 

XPO1  Exportine 1 

ZAP-70  Zeta-associated protein-70 
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Introduction   

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est la leucémie la plus fréquente dans les 

pays industrialisés. Longtemps considérée comme indolente de par l’âge avancé des 

patients au diagnostic et la balance bénéfices/risques généralement peu favorable à 

un traitement par chimiothérapie agressif et non curatif, son évolutivité clinique et 

biologique reste néanmoins très variable.  

Au début des années 2000, l’arrivée des anticorps-monoclonaux anti-CD20 et le 

développement de l’immunochimiothérapie a changé le pronostic des patients, avec 

une amélioration significative de la survie.  Ces dix dernières années, grâce à une 

meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques dans la 

leucémogénèse, le développement de thérapies ciblées comme les inhibiteurs de la 

tyrosine kinase de Bruton (BTK) et inhibiteurs de Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) a vu le 

jour. Moins agressives, et permettant l’obtention de réponses prolongées, ces 

thérapeutiques prennent peu à peu une place prépondérante dans la prise en charge 

thérapeutique du patient. 

Avec l’évolution de ces thérapeutiques, l’intérêt pour la Maladie Résiduelle Minime 

(MRD) n’a cessé de croître. Outil d’évaluation de la réponse au traitement dans le 

cadre d’essais cliniques, son intérêt a été remis en cause avec le développement de 

l’Ibrutinib, pour revenir sur le devant de la scène comme marqueur de substitution à la 

survie sans progression dans l’évaluation des nouvelles combinaisons thérapeutiques. 

A l’ère des nouvelles associations et du développement croissant des 

immunothérapies, l’étude de la maladie résiduelle peut-elle dépasser le cadre des 

essais cliniques et guider la stratégie thérapeutique ?  
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L’objet de ce travail bibliographique a été tout d’abord de faire un état des lieux de la 

LLC en 2021, sa prise en charge thérapeutique, et la place de la MRD dans le suivi de 

la maladie. Nous nous sommes plus spécifiquement intéressés à la MRD-LLC évaluée 

par cytométrie en flux (CMF), technique de prédilection pour cette analyse spécialisée. 

Un intérêt particulier sera apporté à l’impact des nouvelles thérapeutiques sur les 

données de CMF et les difficultés d’interprétation qu’elles engendrent au moment de 

la réanalyse. Enfin, ont été répertoriés les principaux axes d’optimisation de la 

technique de MRD-LLC en CMF et les principales perspectives en clinique. 
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I- La Leucémie Lymphoïde Chronique 

1. Définition 

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est une hémopathie maligne définie par 

l’accumulation dans le sang, la moelle, les ganglions ou la rate, de petits lymphocytes 

à la chromatine mature et au profil phénotypique caractéristique (1).  

2. Epidémiologie 

En 2018, il a été dénombré 4674 nouveaux cas de LLC en France, avec une 

prédominance masculine à 59.3% pour 40.7 % de femmes (2). La LLC représente plus 

de 1% de l’ensemble des cancers, et environ 30% des hémopathies. 

L’âge médian au diagnostic est de 71 ans chez l’homme et de 73 ans chez la femme.  

Il existe également une variation ethnique importante avec une incidence plus élevée 

dans les populations caucasiennes, et plus basse dans les populations asiatiques (3). 

3. Facteurs de risque 

Une histoire familiale est retrouvée dans 8 à 10% des cas de LLC. Le risque relatif 

d’avoir une LLC lorsqu’au moins un parent au premier degré en est lui-même atteint 

est de 8,5. De nombreux polymorphismes nucléotidiques ont été décrits et seraient 

responsables de ces formes familiales (4). 

Par ailleurs, l’exposition à certains insecticides et rayons ionisants pourrait augmenter 

le risque de LLC (5). En revanche, l’impact de l’alimentation et du mode de vie n’a pas 

été démontré.  



22 
 

4. Physiopathologie 

 Rappel sur la lymphopoïèse B 

La lymphopoïèse B s’effectue dans la moelle osseuse et fait appel à de nombreux 

mécanismes génétiques et épigénétiques dont la compréhension reste encore 

aujourd’hui imparfaite. La présence d’un microenvironnement spécifique au niveau 

médullaire va favoriser la différenciation lymphocytaire grâce à des contacts 

intercellulaires, des cytokines et des facteurs de croissance. Ces interactions vont ainsi 

conduire à des réarrangements de gènes et à l’expression de marqueurs de 

différenciation caractérisant les différents stades de la lymphopoïèse B (6). 

Les cellules souches multipotentes, qui possèdent des capacités d’auto-

renouvellement, vont progressivement se différencier en progéniteurs multipotents 

(multipotent progenitors : MPP) ayant perdu la capacité d’auto-renouvellement et 

exprimant le récepteur FLT3 (7).  

La différenciation en progéniteurs multipotents lymphoïdes (LMPP) se fait grâce à 

plusieurs protéines importantes dans la répression de la différenciation myéloïde (BMI-

1, PRC-1 et PU.1), puis en progéniteurs lymphoïdes très précoces exprimant les 

enzymes RAG1 et RAG2. C’est à ce stade que la cellule commence à réarranger les 

segments D et J du gène codant pour la chaine lourde des immunoglobulines. Elle   

pourra se différencier en progéniteur T précoce qui rejoindra le thymus, ou en 

progéniteur lymphoïde commun qui continuera sa différenciation, jusqu’à atteindre le 

stade pro-B avec l’expression en surface du CD19 et le réarrangement des segments 

variables Vh-DJh. Le passage du stade pro-B au stade pré-B se fait grâce au facteur 

de transcription EBF-1.  
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Au stade pré-B, la cellule commence à réarranger les segments de gène de la chaine 

légère, qui, lorsqu’ils seront productifs, aboutiront à une cellule B immature, exprimant 

à sa surface une immunoglobuline M (IgM) complète (6). 

À ce stade, le récepteur B du lymphocyte (BCR) nouvellement exprimé va jouer un 

rôle dans la survie cellulaire avec une sélection négative visant à éliminer les cellules 

exprimant un BCR auto-réactif. La co-expression en surface d’IgM et d’IgD est 

caractéristique du lymphocyte de stade B mature naïf qui pourra commencer à circuler 

dans le sang et dans les organes hématopoïétiques secondaires, où il pourra fixer un 

antigène (Ag) au niveau de son BCR. L’Ag sera alors dégradé en peptides 

antigéniques nichés en surface dans des molécules HLA de classe II, qui seront  

reconnu par les lymphocytes T helpers T CD4. Le Lymphocyte B ainsi stimulé peut 

proliférer au niveau folliculaire sous forme de centroblastes où auront lieu des 

hypermutations somatiques des régions variables des chaînes d’Ig, et également 

d’autres gènes pour devenir des centrocytes programmés pour mourir en l’absence de 

signaux de survie. Les centrocytes survivants présentant un BCR d’affinité augmentée 

pour l’Ag peuvent soit de nouveau proliférer, soit présenter de nouveau un Ag aux 

lymphocytes T CD4 qui déclencheront le switch de classe des Ig, ou termineront leur 

différenciation en lymphocytes B mémoires ou en plasmocytes (7). 

La figure 1 illustre de façon simplifiée les différentes étapes de la lymphopoïèse 

normale. 
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       Moelle osseuse                         Organe lymphoïde secondaire 

           indépendant de l’antigène     dépendant de l’antigène 
 

 

 

Figure 1 : Lymphopoïèse B et maturation du BCR, Herzog et al (7). 

Les cellules pré-B à grandes cellules présentent à leur surface un récepteur transitoire pré-BCR 
fonctionnel doté de chaînes lourdes Ig réarrangées et de chaînes légères Ig transitoires. Le stade des 
cellules pré-B à petites cellules est caractérisé par l’accumulation d’IgM dans le cytoplasme. À partir du 
stade B immature, les cellules présentent à leur surface le BCR mature constitué de deux chaînes 
lourdes et de deux chaînes légères d’Ig réarrangées, exprimant à leur surface une IgM complète. Les 
cellules B immatures vont ensuite sortir de la moelle osseuse afin de terminer leur maturation dans la 
rate. 

 
 Leucémogénèse dans la LLC 

a) Aspects moléculaires 

Le processus de transformation leucémique dans la LLC est actuellement largement 

méconnu. Les anomalies génétiques et épigénétiques initiales favorisant la survenue 

d’une LLC semblent survenir dans les cellules souches hématopoïétiques même si 

cette hypothèse reste controversée. De meilleures connaissances dans le paysage 

génomique de la LLC ont également montré que le plus souvent la maladie peut être 

initiée par la perte ou le gain de matériel chromosomique (délétion (13q), délétion 

(17p), délétion (11q), trisomie 12). En particulier, les délétions 13q14, impliquées dans 

la régulation du cycle cellulaire et l’apoptose, sont retrouvées chez la majorité des 

patients atteints de LLC (6) et joueraient un rôle dans la leucémogénèse. Ensuite, 

l’apparition ultérieure de mutations additionnelles, pouvant survenir dans des cellules 

B matures, peut rendre la leucémie plus agressive (8).  

Prolifération 
Réarrangement des gènes d’Ig 

Sélection 

Prolifération 
Commutation isotypique 
Mutations somatiques 

Sélection 
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Figure 2 : Mécanisme de leucémogénèse dans la leucémie lymphoïde chronique,                                       
Botsch et al (9). 

Anomalies génétiques et épigénétiques supposées survenir initialement dans les cellules souches 
hématopoïétiques (CSH ou HSC). Des évènements ultérieurs pouvant survenir dans les cellules B 
matures vont conduire à la prolifération des cellules de LLC. Les LLC avec statut non muté (UM) des 
gènes des régions variables des chaines lourdes d’immunoglobulines (IGVH) proviendraient de cellules 
naïves CD5+CD27- pré-centre germinatif (pré-GC). Tandis que les LLC avec statut muté (M) 
proviendraient de cellules post centre germinatif (post-GC) ayant eu un contact avec l’antigène 
(lymphocytes B mémoires). D’autres évènements participent à la leucémogénèse : voie du BCR, 
microenvironnement cellulaire, lymphocytes T. 

 

L’arrivée des séquenceurs à haut débit a permis de mieux comprendre la grande 

variabilité génétique dans la LLC. De nombreuses mutations somatiques récurrentes 

ont été décrites, pouvant toucher des gènes impliqués dans la réparation de l’ADN 

(TP53, ATM), l’épissage de l’ARNm (SF3B1, XPO1), les modifications de la 

chromatine (CHD2, ZMYM3, HIST1H1E), la voie de signalisation Notch (NOTCH1) ou 

encore des voies de signalisation impliquées dans la réponse inflammatoire (MYD88) 

(10). 

Les mutations somatiques les plus fréquentes sont SF3B1 (jusqu’à 21% des patients), 

ATM (15% des patients), TP53 (7% des patients), et NOTCH1 (4 à 20% des patients) 

(11). 
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Plus récemment, des altérations des micro-ARN (miARN) ont été identifiées dans les 

régions critiques de la del(13q14). Les miARN sont des régulateurs post-

transcriptionnels capables d’inhiber l’expression d’un gène. La LLC a été la première 

pathologie décrite associée à une altération des miARN. On retrouve chez 60% des 

patients atteints d’une LLC, une altération de mir-15a et mir-16-1, deux miARN ciblant 

des gènes importants dans la survie cellulaire comme le gène codant pour la protéine 

du lymphome à cellules B 2 (BCL-2) : protéine anti-apoptotique surexprimée dans la 

LLC (12–14). 

Enfin, des études épigénomiques dans la LLC ont retrouvé un état global 

d’hypométhylation, associé cependant à une hétérogénéité de méthylation au sein de 

la population tumorale (15). Cette hétérogénéité de méthylation est associée à une 

plus grande instabilité génétique et favorise l’apparition de nouvelles mutations 

somatiques dans les sous populations clonales. Ces modifications épigénétiques 

jouent un rôle dans l’évolution de la tumorogénèse et son adaptation en réponse aux 

traitements. 

b) Aspects cellulaires  

Dans la LLC, les voies de signalisation du BCR jouent un rôle clé dans la survenue de 

la maladie. Le BCR est une protéine transmembranaire localisée à la surface 

membranaire des lymphocytes B. Le BCR est composé d’une immunoglobuline, 

fragment de liaison au ligand, et d’un hétérodimère CD79a et CD79b, fragment de 

transduction du signal, contenant des résidus tyrosine-kinase pouvant être 

phosphorylés. Les kinases activées activent à leur tour la Bruton Tyrosine Kinase 

(BTK) et la Phosphoinositol-3-kinases (PI3K) entrainant une cascade de signalisation 

en aval (14). Un BCR fonctionnel est requis pour la survie des cellules B matures. 
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Figure 3 : Récepteur BCR et voies de signalisation, Burger et al (16). 

Le BCR, immunoglobuline couplée à un hétérodimère CD79a et CD79b, permet après rencontre d’un 
antigène, la phosphorylation des motifs ITAMs via les kinases LYN (tyrosine kinases de la famille Src). 
Les motifs ITAMs phosphorylés vont ensuite activer la tyrosine kinase SYK, déclenchant une réaction 
en chaine avec l’engagement de la voie de la tyrosine kinase de Bruton (BTK) et de la phosphoïnositide 
3-kinases (PI3Kδ) permettant ensuite l’activation de facteurs nucléaires et mitogènes menant à la 
prolifération et à la survie cellulaire. 
 

On retrouve dans les hémopathies B, dont la LLC, une activation constitutive du BCR 

par auto entretien antigénique, conduisant à une prolifération et survie cellulaire accrue 

(17). 

L’importance du BCR est soulignée par l’efficacité des inhibiteurs de tyrosine kinase, 

bloquant les voies de signalisation du BCR, dans la prise en charge de la LLC. 

 Rôle du microenvironnement 

Les cellules de LLC dépendent de signaux de survie qu'elles reçoivent du 

microenvironnement tumoral (18). Cette structure anatomique et fonctionnelle est 

constituée de cellules non tumorales ainsi que de facteurs d’adhésion, facteurs de 

croissance et de transcription, récepteurs de voies de transduction du signal. 

Ces cellules de l’environnement tumoral ont des rôles multiples dans la 

physiopathologie de la LLC : rétention et adhésion des cellules dans le 

microenvironnement (cellules dendritiques folliculaires, cellules stromales 

mésenchymateuses, fibroblastes réticulaires), chimiotactisme des cellules de LLC et 

présentation d’antigène. 
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Les « nurse-like cells » NLC (ou macrophages associés aux lymphomes) ainsi que les 

cellules T induisent un entretien antigénique des cellules de LLC, via l’exposition de 

cytokines, chimiokines, intégrines et autres ligands de facteurs de survie, et participent 

à l’activation de nombreuse voies de signalisation (NF-kB, WNT, Notch) ayant un rôle 

dans la survie, la prolifération cellulaire et l’évasion immunitaire.  

Ces interactions au sein du microenvironnement expliquent les résistances à certains 

traitements, et sont aujourd’hui la cible de nombreuses thérapies ciblées. 

5. Diagnostic  

 Clinique et circonstances diagnostiques  

Dans environ 50% des cas, le diagnostic se fait de manière fortuite par la découverte 

d’une hyperlymphocytose sur un hémogramme réalisé à titre systématique ; dans 

l’autre moitié des cas, c’est un syndrome tumoral avec la présence d’adénopathies ou 

d’une splénomégalie qui motive la réalisation d’examens complémentaires. Enfin, 

dans de rares cas, le diagnostic est réalisé au décours de manifestations infectieuses, 

auto-immunes ou hémorragiques compliquant l’envahissement lymphocytaire et les 

cytopénies associées. 

 Critères diagnostiques  

Dans la grande majorité des cas, seul l’hémogramme et l’immunophénotypage 

lymphocytaire par cytométrie sont nécessaires au diagnostic de LLC, qui repose sur 

les recommandations de l’iwCLL (International Workshop on Chronic Lymphocytic 

Leukemia) de 2018. Les critères diagnostiques sont les suivants : (1) 

- La présence de plus de 5 x 109/L lymphocytes B dans le sang pendant plus de 

3 mois. 
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- Le caractère clonal des lymphocytes, mis en évidence en cytométrie en flux par 

une restriction isotypique des chaines légères d’immunoglobulines (Ig) Kappa 

ou Lambda. 

- La présence de marqueurs immunophénotypiques caractéristiques de LLC en 

cytométrie. 

 Bilan biologique 

a) Hémogramme et frottis sanguin 

L’hémogramme montre une hyperlymphocytose supérieure à 5 x 109/L. L’examen 

cytologique des cellules de LLC présente certaines caractéristiques : dans sa forme 

« typique », il s’agit de lymphocytes de petite taille, d’allure monomorphe, au noyau 

régulier, à la chromatine dense et mottée et au rapport nucléocytoplasmique proche 

de 1. On peut retrouver également sur le frottis sanguin la présence « d’ombres de 

Gumprecht » ou cellules altérées et réduites à l’état de noyaux nus, témoins de 

l’hyperleucocytose et de la fragilité cellulaire. 

 

Figure 4 : Frottis sanguin avec cellules de LLC et ombres de Gumprecht. 

Cellules de LLC : petits lymphocytes matures, a la chromatine dense et mottée et au cytoplasme réduit, 
avec des Ombres de Gumprecht : cellules de LLC éclatées lors de la réalisation du frottis leurs donnant 
un aspect de noyaux nus. 

À côté de la forme typique de LLC, il existe des variants pouvant être observés dans 

environ 20% des cas : avec petits et grands lymphocytes, de morphologie atypique ou 

avec composante prolymphocytaire (19). 
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b) Immunophénotypage lymphocytaire  

L’immunophénotypage des lymphocytes par cytométrie en flux est impératif pour 

établir le diagnostic de LLC, il permet d’objectiver la clonalité lymphocytaire et d’établir 

un profil immunophénotypique caractéristique de ces cellules leucémiques. 

Une restriction isotypique dans l’expression des chaines légères d’immunoglobulines 

(Ig) Kappa ou Lambda constitue en effet un marqueur indirect de clonalité.  

Les cellules de LLC, issues de la lignée lymphocytaire B, ont un profil 

immunophénotypique particulier : elles expriment les marqueurs CD19, CD5, CD23 et 

présentent une expression diminuée pour le CD22, le CD79b et des chaines légères 

Kappa ou Lambda. Le FMC7 est habituellement non exprimé. 

Le score de Matutes, outil simple d’orientation dans le diagnostic de la LLC, attribue 

des points selon le profil d’expression des marqueurs suivant :  

Tableau 1 : Score du Royal Marsden Hospital (Matutes et Moreau) selon l'expression de 
différents marqueurs par la population lymphoïde anormale. 

 

Si un score de Matutes de 4 ou 5 est fortement en faveur d’une LLC, un score entre 0 

et 2 permet d’éliminer une LLC.  

Un score calculé à 3 nécessite d’autres explorations :  en effet, 5% des LLC ont un 

score de Matutes inférieur à 4, il convient d’utiliser dans ces cas particuliers des 

marqueurs complémentaires afin de conforter le diagnostic tels que le CD20, le CD43, 

le CD81, le CD200, le CD10 ou ROR1 (20). 
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c) Examens biochimiques  

Ces examens complémentaires permettent de rechercher des signes de stade avancé 

de LLC et doivent être réalisés au diagnostic :  

- Electrophorèse des protéines sériques : 10% des patients au diagnostic 

présentent une hypogammaglobulinémie ou un pic d’Ig monoclonale 

- Test direct à l’antiglobuline ainsi que le reste du bilan d’hémolyse. 

- Dosage de β2-microglobuline et LDH : augmentés dans les fortes masses 

tumorales  

- Créatinine, bilan hépatique 

D’autres examens sont réalisés au diagnostic en cas de score de Matutes égale à 3 

(caryotype, FISH et/ou recherche de cycline D1)  et peuvent  jouer un rôle dans le 

pronostic et la prise en charge thérapeutique de la LLC ; ils seront détaillés plus tard. 

 Place de l’imagerie 

Le rôle de l’imagerie dans la prise en charge de la LLC reste à définir, si la tomographie 

par émission de positons (TEP) est recommandée en cas de suspicion de 

transformation en syndrome de Richter (complication en lymphome de haut grade 

dans un contexte de LLC) (21), les autres examens radiologiques ne sont actuellement 

pas recommandés. La tomodensitométrie (TDM) ou scannographie, n’est 

généralement pas réalisée au diagnostic ou en suivi de la LLC (22).  

6. Diagnostic différentiel 

 Formes frontières de la LLC 

Il faut évoquer une forme frontière de la LLC lorsque les aspects cytologiques et 

immunophénotypiques sont compatibles avec des cellules de LLC, mais avec un 

nombre de lymphocytes B monoclonaux inférieur à 5 x 109/L.  
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On distingue deux entités selon la présence ou non de signes tumoraux :  

- Le Lymphome Lymphocytique (LL) avec phase leucémique et syndrome 

tumoral associé, sans cytopénie par envahissement médullaire.  

- La Lymphocytose B monoclonale (MBL) : nouvelle entité de la classification 

OMS de 2016, est définie quant à elle par la présence de lymphocytes 

monoclonaux sans syndrome tumoral, manifestations auto-immunes ou autres 

cytopénies. 

On définit les « High count MBL » (HcMBL) lorsque les cellules de LLC sont 

comprises entre 0.5 et 5 X 109/L, et les « Low count MBL » (LcMBL) lorsque 

qu’elles sont inférieures à 0.5 X 109/L. 

On considère que toutes les LLC sont précédées d’une MBL, mais toutes les MBL 

n’évoluent pas en LLC. Ainsi, les HcMBL ont un risque d’évolution en LLC d’environ 1 

à 2% par an et nécessitent donc une surveillance accrue (23). 

 Autres syndromes lymphoprolifératifs B 

Si la présentation clinique des différents syndromes lymphoprolifératifs B (SLP-B) est 

très hétérogène et peu discriminante, l’examen microscopique du frottis et 

l’immunophénotypage lymphocytaire sont généralement suffisants dans le diagnostic 

différentiel de la LLC.  

Dans les LLC atypiques avec score de Matutes à 3, des examens complémentaires 

peuvent néanmoins être recommandés pour préciser le diagnostic. La figure 3 

présente la démarche diagnostique en cytométrie en flux pour le diagnostic différentiel 

des principaux SLP-B avec dissémination sanguine. 
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Figure 5 : Démarche diagnostique en cytométrie en flux des principaux syndromes 
lymphoprolifératifs B, Debord et al (24). 

SLP-B = Syndrome lymphoprolifératif B / LLC = Leucémie lymphoïde chronique / LM = Lymphome du 
manteau / LZM = Lymphome de la zone marginale / HCL= Leucémie à tricholeucocytes / LF = 
Lymphome folliculaire / DLBCL = Lymphome diffus à grandes cellules / MW = Maladie de Waldenström. 

 
À côté des techniques de cytométrie en flux, le diagnostic peut être affiné par l’apport 

de données cliniques, cytogénétiques, moléculaires et anatomopathologiques. 

 

7. Facteurs pronostiques au diagnostic 

 Scores pronostiques cliniques  

Deux scores cliniques coexistent dans la stratification du risque chez le patient atteint 

de LLC : la classification de Rai et celle de Binet. Ces deux scores reposent à la fois 

sur des critères cliniques simples à évaluer et sur des examens biologiques de routine. 

Ils permettent une évaluation rapide du pronostic du patient (1). 

La classification de Rai, développée au États-Unis, se base sur le principe 

d’accumulation progressive de cellules néoplasiques, avec initialement une 

lymphocytose suivie par l’apparition d’adénopathies, d’une hépato-splénomégalie, et 

pour finir par une infiltration médullaire entraînant une anémie et une thrombopénie. 

autres marqueurs : 
CD20, CD43, 

CD200, ROR1…? 
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La classification selon Binet, développée en France, est basée sur l’implication ou non 

de cinq sites lymphoïdes potentiels, facilement accessibles à la palpation lors de 

l’examen clinique, incluant les régions cervicales, axillaires, inguinales, splénique et 

hépatique (stade Binet A si < 3 sites, et stade B ≥ 3 sites) ainsi que la présence d’une 

anémie ou d’une thrombopénie (stade Binet C quels que soient les sites atteints). La 

survie médiane des patients en stade A est similaire à celle de la population générale. 

Tableau 2 : Les différents stades clinique de la LLC selon Rai et Binet et leur médiane de 
survie associée. 

 

Avec l’arrivée de nouveaux biomarqueurs, cette division en 3 groupes pronostiques 

s’est avérée insuffisante. Les nouvelles thérapeutiques dans la LLC requièrent 

aujourd’hui  une meilleure stratification du pronostic afin d’optimiser la prise en charge 

des patients (25). 

 

 Marqueurs sériques  

L’augmentation de la bêta-2 microglobuline (un des composants du complexe HLA de 

classe I sur les cellules nucléées) et de la thymidine kinase (protéine 

intracytoplasmique impliquée dans la synthèse d’ADN) sont les deux paramètres 

sériques les plus robustes, prédictifs des formes agressives, et associés à une survie 

globale diminuée. Ils gardent encore aujourd’hui leur intérêt dans l’évaluation du 

pronostic du patient (27). 
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 Cytogénétique 

La recherche d’anomalies cytogénétiques peut être réalisée dans le sang. Certaines 

anomalies sont retrouvées dans environ 80% des cas au diagnostic : il s’agit de la 

délétion d’une partie du chromosome avec la del(13q), del(11q), del(17p) et la trisomie 

12. Ces anomalies auront un impact dans le pronostic de la maladie (28) : 

 La del(13q) est l’anomalie chromosomique la plus fréquente (>50% des 

patients) et est associée à un pronostic favorable. 

 La del(17p) est retrouvée chez 7% des patients, associée à la perte du gène 

suppresseur de tumeur TP53, elle est de pronostic défavorable. 

 La del(11q) est retrouvée chez 18% des patients, souvent associée à une 

altération du gène ATM, son pronostic est généralement défavorable (29). 

 La trisomie 12 est retrouvée chez 16% des patients et est associée à un 

pronostic intermédiaire. 

Enfin, un caryotype complexe est également un marqueur de mauvais pronostic.  

 

Figure 6 : Survie globale chez des patients atteints de LLC, selon les anomalies 
cytogénétiques au diagnostic, Rossi et al (30). 

En abscisse le nombre d’années suivant le diagnostic, en ordonnée, le pourcentage de patients ayant 
survécu. La délétion 13q14 est associée à un pronostic plutôt favorable tandis que les délétions 11q22-
q23 et 17p13 sont associées à un pronostic défavorable. 
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 Biologie moléculaire 

Dès la fin des années 90, plusieurs études ont rapporté que les patients présentant 

des degrés élevés de mutations somatiques des gènes codant pour la partie variable 

de la chaîne lourde de l'immunoglobuline (IGHV), avaient une survie globale 

augmentée, en comparaison avec des patients au statut IGVH non muté (31). 

Le statut IGVH muté est défini comme une différence de plus de 2 % par rapport à la 

séquence nucléotidique germinale (par technique Sanger ou NGS), il est aujourd’hui 

un marqueur pronostique indépendant de la survie globale du patient (28). 

La détection d’une mutation du gène TP53, par séquençage Sanger, a également été 

associée à un pronostic plus péjoratif et à une résistance aux traitements par 

immunochimiothérapie (32).Si la mutation TP53 est généralement associée à la 

del(17p), environ 3% des patients sans del(17p) en FISH présentent une mutation de 

TP53 et ont un pronostic similaire, défavorable (33). Par ailleurs, des mutations sous 

clonales (<10%) non détectées par technique Sanger peuvent être mise en évidence 

dans environ 15% des cas par technique de séquençage haut débit (NGS). Ces 

mutations sous clonales présentent le même impact prédictif qu’une mutation clonale. 

Il convient donc de toujours  rechercher la mutation TP53 par NGS, quel que soit le 

profil cytogénétique du patient.  

Enfin, les séquenceurs à haut débit de nouvelle génération ont permis, comme détaillé 

précédemment, une meilleure compréhension de la leucémogénèse dans la LLC. Et 

certaines mutations sont considérées comme des marqueurs pronostiques importants, 

on peut citer :  

 NOTCH1, présente dans 4 à 20% des LLC au diagnostic, principalement chez 

les patients au statut IGVH non muté et dans la trisomie 12, est associée à une 
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survie globale inférieure, indépendamment des autres marqueurs pronostiques 

(34). 

 SF3B1, présente jusqu’à 21% des LLC au diagnostic, principalement chez les 

patients avec une del(13q14) est également associée à une diminution de la 

survie globale, indépendamment des autres marqueurs pronostiques (35).  

 Marqueurs en cytométrie en flux 

Certains marqueurs exprimés par les cellules de LLC en cytométrie en flux sont 

associés à un mauvais pronostic et à une survie globale moindre :  

- ZAP-70 (zêta associated protein 70) est une protéine intra-cytoplasmique de 70 

kDa, exprimée par les lymphocytes T et NK. Elle favorise les réactions de 

phosphorylation impliquées dans les voies de signalisation. On retrouve 

l’expression de ZAP-70 dans 40 à 50 % des LLC et elle serait prédictive d’une 

évolution vers des formes plus agressives, comme ce qui a été mentionné pour 

les LLC IGVH non mutées, en raison notamment de l’augmentation de la 

réactivité du BCR (36). La mauvaise reproductibilité inter-laboratoires de ce 

marqueur a limité son utilisation en routine. 

- CD 38 est une glycoprotéine exprimée à certaines étapes de la maturation des 

cellules B. C’est également un marqueur de mauvais pronostic lorsqu’il est 

exprimé par les cellules de LLC (37). 

Isolément, ces deux marqueurs sont néanmoins insuffisants pour établir un pronostic 

individuel chez le patient. 

Enfin, plus récemment, l’expression de CD49d, une sous unité d’alpha-intégrine, ayant 

un rôle dans l’interaction entre la cellule B et son microenvironnement, a été décrite 

comme étant le marqueur en cytométrie le plus prédictif de la survie globale du patient, 

indépendamment du statut IGVH et des anomalies retrouvées en FISH (35). 
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 CLL International Prognostic Index (CLL-IPI)  

La découverte de nouveaux marqueurs biologiques associés au pronostic des patients 

a fortement augmenté ces dernières années. Cependant, le faible nombre de modèles 

proposés montrant une utilisation combinée de ces marqueurs a retardé leur 

application en pratique générale. L’index pronostic international de la LLC (CLL-IPI) a 

ainsi vu le jour suite à un travail d’analyse de données issues d’essais cliniques 

randomisés européens et américains, regroupant des paramètres cliniques, 

biologiques et génétiques largement disponibles en routine (39). 

Le CLL-IPI repose sur 5 paramètres principaux : l’âge du patient, le stade clinique 

selon Rai ou Binet, le statut de la mutation TP53 (seul ou associé à une del 17p), le 

statut mutationnel IGVH et le taux de β2-microglobuline sérique. Il permet d’identifier 4 

sous-groupes de patients selon leur pronostic.  

Développé initialement pour prédire la survie globale des patients mais utilisé 

principalement pour prédire le délai avant d’initier un traitement, il n’a cependant pas 

été étudié chez les patients bénéficiant des nouvelles thérapies ciblées et la valeur 

pronostique de ces différents marqueurs est ainsi amenée à évoluer avec l’émergence 

des nouvelles thérapies dans la LLC (40). 

Tableau 3 : Index pronostic international de la LLC (CLL-IPI) 

 

SST à 5 ans : Pourcentage de patients ayant survécu sans traitement à 5 ans. 
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8. Bases thérapeutiques  

 Molécules 

a) Chimiothérapies 

Pendant des décennies, les seuls traitements disponibles ayant un effet sur la LLC 

étaient les agents alkylants (Chlorambucil, Bendamustine, Cyclophosphamide). Le 

Chlorambucil en monothérapie, de par sa faible toxicité, était le traitement le plus 

fréquemment utilisé et permettait un meilleur contrôle des symptômes de la LLC, sans 

toutefois augmenter de manière significative la survie globale des patients (41). 

La Fludarabine, un analogue de la purine permettant d’inhiber l'ADN polymérase, a 

permis d’augmenter les taux de rémissions cliniques par rapport aux agents alkylants, 

sans améliorer la survie globale des patients. L’association de la Fludarabine avec le 

Cyclophosphamide, tout en étant bien toléré, a en revanche permis d’améliorer la 

survie sans progression des patients (42). Cette association est restée jusqu’à l’arrivée 

des anticorps monoclonaux le traitement de choix de 1ère ligne dans la prise en charge 

de la LLC chez le patient jeune. 

b) Ac monoclonaux 

1. Anti-CD20  

Le CD20 est un antigène exprimé à la surface des lymphocytes B, de leur stade pré-

B jusqu’à leur stade mature. 

Les anticorps monoclonaux anti-CD20 ont une activité anti-lymphocytaire B qui 

s’effectue via trois mécanismes principaux (43) : 

 L’induction directe de l’apoptose, ou programmed cell death (PCD) par la voie 

mitochondriale, avec l’activation de la Caspase 3. 
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 La cytotoxicité dépendante du complément (CDC) par activation de la voie du 

complément, responsable des effets indésirables précoces dus à la libération 

de cytokines lors de la lyse des cellules lymphomateuses. 

 La cytotoxicité cellulaire anticorps dépendant (ADCC) : la liaison de la portion 

Fc de l’anticorps (anti-CD20) au récepteur FcR exprimé à la surface des 

cellules immunitaires cytotoxiques, telles que les cellules NK, les 

monocytes/macrophages et les granulocytes, va entrainer leur activation et une 

lyse lymphocytaire B. 

 

 

Figure 7 : Mécanismes d'action des anticorps monoclonaux anti-CD20, Bagacean et al. (44). 

 (A) Cytotoxicité dépendant du complément (CDC) : le C1q se fixe sur la portion Fc des deux molécules 
d’igG de l’anti-CD20, entrainant une cascade d’activation protéolytique, avec la génération du complexe 
d’attaque membranaire (MAC) menant à la mort cellulaire. (B) Cytotoxicité cellulaire anticorps 
dépendant (ADCC) : L'activation de la cascade du complément génère de grandes quantités de 
molécules C3b qui se lient au récepteur 1 du complément (CR1) exprimé sur les macrophages et 
induisent la phagocytose. Les anticorps monoclonaux vont également se fixer aux FcγRII/III des 
macrophages et cellules NK, induisant leur recrutement, la phagocytose et un relargage de granulations 
cytotoxiques responsables de la lyse cellulaire. (C) Induction directe de l’apoptose (PCD) par activation 
de la voie caspase-dépendante par les anti-CD20 de type 1. 
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Les anticorps anti-CD20 sont répartis en deux groupes en fonction de leur mécanisme 

d’action : le Rituximab et l’Ofatumumab sont des anti-CD20 de type I avec une action 

principalement liée à la CDC et à l’ADCC tandis que l’Obinutuzumab est un anti-CD20 

de type II avec une activité de type ADCC et PDC sans action de type CDC (45). 

Rarement utilisés en monothérapie, les anti-CD20 sont aujourd’hui très largement 

utilisés dans des protocoles d’immunochimiothérapie (ICT) dans le traitement de la 

LLC. Le Rituximab, associé à la Fludarabine et au Cyclophosphamide (FCR) est le 

gold-standard dans le traitement de 1ère ligne chez les patients de moins de 65 ans 

atteints de LLC, sans mutation TP53 (46). Ce protocole est limité principalement par 

les effets secondaires de la Fludarabine : neutropénie, leucémie aigüe myéloïde 

secondaire ou syndrome myélodysplasique notamment. 

L’association Rituximab et Bendamustine (BR) de par sa moindre toxicité et son 

efficacité comparable au FCR est quant à elle largement utilisée chez les patients de 

plus de 65 ans (47).  

Enfin, l’association Obinutuzumab et Chlorambucil est aujourd’hui un des traitements 

de 1ère ligne pour les patients dit « unfit » (48).  

L’immunochimiothérapie est en revanche contre indiquée chez les patients présentant 

des aberrations génétiques à haut risque comme la del(17p) ou la mutation TP53. En 

effet, la fréquence des mutations de TP53 augmente sous protocole 

d’immunochimiothérapie : ces traitements comprennent des médicaments qui 

induisent des dommages de l’ADN susceptibles d’entrainer des résistances à 

l’immunochimiothérapie (14). 
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2. Anti-CD52 (Alemtuzumab) 

L’Alemtuzumab est un anticorps humanisé dirigé contre le CD52, qui est exprimé par 

les lymphocytes B et T, malins ou non. Le mécanisme d’action est lié à l’ADCC et au 

CDC. Il est principalement utilisé chez les patients à haut risque moléculaire (mutation 

TP53) et était le traitement de choix jusqu’à l’arrivée des nouvelles thérapies ciblées 

chez les patients en rechute ou réfractaires aux traitements de 1ère ligne (49). 

L’immunodéplétion qu’il induit a réduit son champ d’utilisation. 

3. Autres anticorps monoclonaux 

L’immuno-oncologie s’est considérablement développée ces dernières années 

parallèlement à l’amélioration des connaissances des mécanismes d’échappement 

immunitaire des cellules tumorales. L’utilisation des anticorps monoclonaux est en 

pleine expansion et dépasse largement le domaine de l’onco-hématologie.  

À côté des anticorps cytolytiques précédemment décrits, d’autres classes d’Ac 

monoclonaux sont en développement  avec des mécanismes d’action variables :        

Ac antagonistes (exemple des Check-point inhibiteurs anti-PD-1, anti-PDL-1),               

Ac conjugués ou Ac bispécifiques (50). 

Les « immunes-checkpoints » sont des molécules exprimées au niveau de la cellule 

tumorale ou de son microenvironnement tumoral, et participent à l’échappement 

immunitaire de la tumeur. L’interaction entre le récepteur PD-1, présent sur les 

lymphocytes B et T, et son ligand PD-L1 exprimé par les cellules tumorales et les 

cellules présentatrices d’antigène (cellules immunitaires du microenvironnement 

tumoral), entraine une inhibition des lymphocytes T effecteurs, favorisant 

l’échappement immunitaire tumoral.  

Ces mécanismes à l’origine de l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales sont 

encore imparfaitement connus, mais plusieurs altérations moléculaires sont mises en 
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cause (51).  Des inhibiteurs de PD1/PD-L1 (Nivolumab, Atezolizumab...) ont ainsi vu 

le jour et sont actuellement utilisés comme nouvelles cibles potentielles en onco-

hématologie (52).  

Concernant la LLC, l’expression de PD-L1 a été observée essentiellement par des 

cellules situées dans les centres de prolifération comme les pro-lymphocytes ou les 

para-immunoblastes, en revanche elle n’a pas été rapportée dans les cellules 

tissulaires de LLC (53). La place des inhibiteurs de PD-1 et PD-L1 reste donc 

anecdotique dans la LLC à l’heure actuelle mais leur potentiel à restaurer une immunité 

T anti-tumorale pourrait être intéressant (54,55). 

D’autres anticorps comme  le cirmtuzumab (anti-ROR1), ou le blinatumomab, 

anticorps bi-spécifiques antiCD3-antiCD19 sont en cours d’étude dans la LLC ou le 

syndrome de Richter (56–58).   

ROR1 est un récepteur membranaire fortement exprimé par les cellules de LLC. Son 

interaction avec le ligand WNT5A augmente la prolifération cellulaire. Le 

cirmutuzumab a été évalué dans des LLC en rechute seul ou en association avec 

l’ibrutinib. Un essai est actuellement en cours (56).  

Les anticorps bi-spécifiques (CD3-CD19) permettent de rapprocher les lymphocytes B 

et T. Ils induisent une cytotoxicité auprès des lymphocytes B leucémiques et une 

expansion lymphocytaire T par levée d’inhibition induite par la LLC. Des essais 

thérapeutiques sont actuellement en cours, notamment dans le syndrome de Richter 

(57). 

Actuellement la place de ces nouvelles thérapeutiques dans la LLC n’a pas été établie, 

mais elles pourraient constituer à l’avenir de nouvelles options thérapeutiques en cas 

d’échec des traitements de première et deuxième ligne. 
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c) Inhibiteurs du BCR 

Comme dit précédemment, l’activation chronique du BCR joue un rôle primordial dans 

la prolifération et la survie cellulaire dans la LLC. Cette activation de la voie de 

signalisation du BCR peut se faire via de nombreuses tyrosine kinases : la Bruton 

Tyrosine Kinase (BTK), la spleen tyrosine kinase (syk), ZAP70, PI3K ou les kinases 

de la famille Src. Ces kinases associées au BCR (BAKs) sont des cibles 

thérapeutiques potentielles, et les inhibiteurs de BTK ou de PI3K delta ont révolutionné 

la prise en charge thérapeutique des pathologies lymphoprolifératives B (59). De plus, 

la cible de ces BAKs dans des modèles murins suggère l’importance des BAKs dans 

le dialogue entre la cellule de LLC et son microenvironnement : les inhibiteurs de BAK, 

en plus de contrôler la prolifération et la survie cellulaire, pourraient donc avoir un rôle 

dans la régulation du microenvironnement tumoral (60). 

 

Figure 8 : Principales voies de signalisation associées au BCR, Kipps et al. (4). 
 
L’activation de la tyrosine kinase SYK va entrainer une cascade de phosphorylation appelée 
« signalosome ». Le « signalosome » inclut de nombreuses voies de signalisation, dont le BTK, la Pi3K, 
AKT, PLCγ2, BLNK, et aboutit à l’activation de différentes voies moléculaires, comme le facteur 
nucléaire NF-kB, le complexe 1 de la rapamycine (mTORC1) ainsi que des voies de signalisation 
associées à la matrice extracellulaire (ERK). Ces voies de signalisation sont autant de cibles 
thérapeutiques dans la prise en charge de la LLC avec notamment l’Ibrutinib comme inhibiteur de BTK 
et l’Idelalisib comme inhibiteur de PI3Kδ. Les principales cibles thérapeutiques de la voie du BCR sont 
encadrées en rouge, et leurs molécules correspondantes en vert. 
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1. Inhibiteurs de BTK   

Un des principaux mécanismes impliqués dans la progression des cellules B normales 

en cellules tumorales concerne la voie d’activation du BCR par la protéine BTK. 

L’activation oncogénique de NF-kB ainsi que d’autres signaux impliqués dans la survie 

cellulaire peuvent notamment entrainer une protéine BTK significativement plus active 

dans les cellules de LLC que dans les cellules B normales (61).  

Les inhibiteurs de la voie du BTK ont prouvé leur efficacité dans des études pré-

cliniques et cliniques, notamment chez les patients réfractaires ou en rechute aux 

protocoles d’immunochimiothérapie et chez les patients avec facteur pronostic 

péjoratif : délétion 17p, mutation TP53, statut IGVH non muté (62). 

L’Ibrutinib est un inhibiteur sélectif et irréversible de BTK, le premier à avoir été autorisé 

sur le marché dans la prise en charge de la LLC. En plus d’inhiber la voie de 

signalisation du BCR, il induit une diminution de l’expression de CXCR4 par les 

lymphocytes B. L’administration d’Ibrutinib induit une diminution de la prolifération et 

de l’adhérence des cellules de LLC et limite les effets protecteurs du 

microenvironnement vis-à-vis des cellules tumorales, entrainant ainsi une 

redistribution sanguine des cellules leucémiques et une diminution rapide des 

adénopathies (63). 

L’Ibrutinib a changé le pronostic des patients avec lésions génétiques associées à la 

résistance à la chimiothérapie (mutation TP53 notamment)  et plusieurs études ont 

également montré la supériorité de l’Ibrutinib sur l’immunochimiothérapie en 1ère ligne 

thérapeutique (64,65). Sa place dans la prise en charge thérapeutique de la LLC, en 

monothérapie ou en association ne cesse d’augmenter et est amenée à évoluer dans 

les prochaines années. 
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Deux mutations principales ont été rapportées en cas de résistance à l’Ibrutinib : la 

mutation BTKC481S, la plus fréquente, et la mutation PLCG2 (Cγ2). Elles permettent 

une activation du BCR indépendamment du BTK (66). 

Les inhibiteurs de BTK de deuxième génération, Acalabrutinib et Zanubrutinib, ont une 

meilleure affinité envers la protéine BTK, diminuant significativement la toxicité du 

traitement, mais gardent le même mécanisme d’action et ne peuvent donc pas être 

utilisés en cas de résistance à l’Ibrutinib (67). Leur utilisation dans la pratique courante 

reste à préciser. Des inhibiteurs non covalents de BTK sont en cours de 

développement, ils présentent des résultats encourageants chez les patients 

résistants à l’ibrutinib (68).  

2. Inhibiteurs de PI3K 

Les PI3K sont des enzymes impliquées dans de nombreux processus intracellulaires 

dont la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire. L’une d’entre elles, la PI3Kδ 

joue un rôle majeur dans la voie de signalisation du BCR (69). 

L’Idelalalisib est un inhibiteur de la forme delta de PI3K. Son utilisation en association 

avec le Rituximab est approuvée après l’échec d’un traitement de 1ère ligne ou en 1ère 

ligne chez des patients avec une mutation de TP53 sans autres alternatives 

thérapeutiques. Ses effets secondaires potentiellement graves, hépatiques et 

infectieux, ont conduit à limiter son utilisation. 

Le Duvelisib est un autre inhibiteur de PI3Kδ, mais également de PI3Kγ. L’apport 

thérapeutique de l’inhibition de la sous-unité gamma de PI3K reste inconnu à ce jour. 

Le Duvelisib est utilisé dans les formes réfractaires ou en rechutes chez les patients 

ayant déjà reçu au moins deux lignes de traitements. 
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d) Inhibiteurs de la voie du BCL-2  

Les protéines de la famille Bcl-2 sont des régulateurs impliqués dans le processus de 

prévention de l’apoptose : ces voies de survie cellulaire jouent ainsi un rôle important 

dans l’oncogenèse et la chimiorésistance. Le blocage de la fonction protéique Bcl-2 

conduit à l’apoptose des cellules de LLC et constitue donc une option thérapeutique. 

Le Navitoclax, un inhibiteur sélectif de Bcl-2 et Bcl-2 like (Bcl-XL) ayant démontré une 

efficacité clinique dans certains cancers hématologiques, a été la première thérapie 

ciblée à exploiter ce potentiel thérapeutique en inhibant de manière directe cette voie 

impliquée dans la survie cellulaire. Cependant la thrombopénie concomitante causée 

par l’inhibition de BCL-XL a limité son utilisation (70). 

Le Vénétoclax, inhibiteur sélectif de Bcl-2, de par sa moindre toxicité et la réponse 

durable qu’il induit, est aujourd’hui un des traitements de choix dans la prise en charge 

thérapeutique de la LLC en rechute, y compris chez les patients présentant des 

facteurs de mauvais pronostic de type del17p et/ou mutation TP53 (71). Des mutations 

(G101V, D103Y) peuvent être observées chez des patients en rechute sous 

Vénétoclax, elles entrainent une diminution de la fixation des inhibiteurs de Bcl-2. 

e) CAR-T cells  

Les cellules CAR-T sont des cellules T d’un patient, modifiées par génie génétique : 

une spécificité tumorale est imposée à la cellule CAR-T par introduction d’un gène 

synthétique, codant pour un récepteur du domaine de liaison à l’antigène cible (ex : le 

CD19 dans les hémopathies B) fusionné au domaine d’activation de la cellule T. Cette 

modification permet de reprogrammer des cellules T pour cibler l’antigène sélectionné 

situé à la surface des cellules tumorales (72). 
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Figure 9 : Principe et structure d'un récepteur antigénique chimérique, Locke et al (73). 

(A) : Structure d’un récepteur antigénique chimérique (CAR) avec transgène codant pour un récepteur 
du domaine de liaison à l’antigène CD19. (B) : Reconnaissance et activation de la cellule CAR-T par la 
cellule tumorale.   

 
L’application des CAR-T cells dans la LLC est pour l’instant limitée aux essais cliniques 

chez des patients avec facteurs de mauvais pronostic en rechute ou réfractaires aux 

traitements (74,75). Les résultats des premiers essais cliniques ont démontré des 

rémissions complètes chez environ 29% des patients, des chiffres moindres que ceux 

observés dans la leucémie aiguë lymphoblastique B (LAL-B) et les DLBCL,  

probablement expliqués par le microenvironnement tumoral et une plus grande masse 

tumorale (76).  

Une autre explication à cette moindre sensibilité serait l’immunosubversion induite par 

le clone tumoral de LLC. En effet, les lymphocytes T de LLC ont des capacités 

d’expansion et de cytotoxicité moindre, ce qui limite l’activation des CAR-T cells après 

transduction (77). Le développement de CAR-T cells allogéniques issus de donneurs 

sains pourrait être bénéfique dans ce contexte (75).  Une association avec l’Ibrutinib 

pourrait également être intéressante.  
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Grâce à son impact sur le système immunitaire, et notamment en orientant les 

lymphocytes T autologues vers un profil de sécrétion cytokinique de type Th2, 

l’Ibrutinib pourrait favoriser l’expansion et la cytotoxicité des CAR-T cells (78,79). 

Les études utilisant les CAR-T cells dans la LLC ont été réalisées sur un faible nombre 

de patients et ne permettent pas encore d’évaluer parfaitement l’impact des 

aberrations génétiques individuelles dans la réponse aux CAR-T cells. Mais les 

patients avec mutation de TP53 seraient de moins bons répondeurs aux CAR-T cells 

(74).  

Enfin, la place des CAR-T cells dans la prise en charge de la LLC reste encore à 

évaluer. Chez les patients en rechute ou réfractaires après inhibiteurs du BCR et 

inhibiteurs de BCL2 ou chez les patients présentant un syndrome de Richter, elles 

pourraient constituer une alternative à l’allogreffe de CSH ou être utilisées en 

complément (75). 

 Stratégies thérapeutiques 

a) Paramètres à considérer 

Dans la pratique générale, les patients de pronostic favorable (Binet A, Rai 0) sans 

signe de progression de la maladie, justifient un simple suivi régulier. En effet, en terme 

de survie, l’instauration d’un traitement précoce n’a jamais montré de bénéfice chez 

ces patients (80). 

Il est actuellement recommandé d’initier un traitement en cas de phase active de la 

maladie, c’est-à-dire en présence de symptômes ou de signes de progression de la 

LLC.  
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Au moins un des critères suivants doit être présent : (1) 

- Mise en évidence d’un envahissement médullaire : aggravation d’une anémie 

et/ou d’une thrombopénie. Outre le seuil (taux d’hémoglobine inférieur à 10 g/dL 

et/ou plaquettes inférieur à 100 x 109/L) c’est surtout la cinétique de progression 

des cytopénies qui doit être retenue comme critère d’initiation d’un traitement. 

- Présence d’une splénomégalie importante (rate palpable à plus de 6cm sous le 

rebord costal), symptomatique ou d’évolution rapide. 

- Présence d’adénopathies de grande taille (>10cm de diamètre), 

symptomatiques ou progressives. 

- Un temps de doublement lymphocytaire < 6 mois (extrapolable d’une période 

d’observation plus courte de 2-3 mois) ou une augmentation de plus de 50% de 

l’hyperlymphocytose sur une période de 2 mois. 

- Complications auto-immunes : anémie hémolytique et purpura thrombopénique 

immunologique. 

- Toute autre atteinte extranodale symptomatique ou fonctionnelle (cutanée, 

rénale, pulmonaire, médullaire) 

- Présence de symptômes généraux en lien avec la maladie :  

- Perte de plus de 10% du poids en moins de 6 mois 

- Augmentation significative de la fatigue sans autres causes (échelle de 

performance ECOG >1) 

- Fièvre >38.0° C pendant plus de 2 semaines sans signes infectieux. 

- Sueurs nocturnes pendant plus d’1 mois sans signes infectieux. 

Enfin, bien que l’hyperleucocytose puisse parfois être très importante, le phénomène 

de leucostase reste très rare et le décompte lymphocytaire en valeur absolue n’est pas 

un critère d’initiation du traitement. 
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b) Traitements de première ligne 

Avec l’émergence des thérapies ciblées, le groupe de travail français FILO a émis en 

2020 des recommandations dans la prise en charge thérapeutique de la LLC (81) 

(Récemment mise à jour en septembre 2021, figure 10). La prise en charge 

thérapeutique tient compte de l’éligibilité à un traitement par Fludarabine (définie 

généralement par l’absence de comorbidités significatives et d’insuffisance rénale : 

débit de filtration glomérulaire >60mL/min) et de la présence ou non d’une altération 

de TP53. 

Chez les patients éligibles à la Fludarabine, le traitement de référence est l’association 

de 6 cures de FCR (Fludarabine, cyclophosphamide, rituximab) pour les sujets de 

moins de 65 ans ou 4 cures de FCR puis 2 injections de Rituximab pour les plus de 65 

ans. En cas d’anomalies génétiques défavorables, l’Ibrutinib peut être prescrit en 

première ligne. 

Chez les patients non éligibles à la Fludarabine, plusieurs options sont possibles : un 

protocole classique par ICT avec l’association Bendamustine et Rituximab (BR) ou 

l’association Chlorambucil Obinutuzumab (G-CLB) ; un protocole sans chimiothérapie 

« chemofree » avec l’Ibrutinib en monothérapie voire l’association Obinutuzumab et 

Vénétoclax. 

En cas de présence d’anomalies génétiques défavorables, il est recommandé de 

privilégier les protocoles sans chimiothérapie aux protocoles d’ICT. 

En cas d’altération de TP53, soit environ 10% des patients nécessitant un traitement 

de première ligne, les protocoles d’ICT sont inefficaces et l’Ibrutinib est indiqué comme 

traitement de première ligne. On pourra proposer l’Idelalisib associé au Rituximab, le 

Vénétoclax seul ou l’Acalabrutinib en cas de contre-indication à l’Ibrutinib. 
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Figure 10 : Recommandations du groupe FILO dans le traitement de 1ère ligne de la LLC, 

septembre 2021. 
FCR = fludarabine + cyclophosphamide + rituximab ;  ICT = Immuno-chimiothérapies ; R = rituximab ; 
BR = bendamustine + rituximab ; Acala = acalabrutinib ; G = obinutuzumab ; Clb = chlorambucil ;                       
Ven = venetoclax ;  Chemofree = sans chimiothérapie. 

c) Traitements de deuxième ligne 

La rechute ne constitue pas à elle seule un critère pour démarrer un traitement de 

deuxième ligne, les paramètres à considérer sont les mêmes que ceux utilisés pour 

initier un traitement de première ligne. On distingue principalement trois situations, les 

rechutes après ICT, les rechutes sous inhibiteur de BTK (iBTK) et les rechutes sous 

inibiteur de Bcl-2 (iBCL2) :  

 Les rechutes après ICT :  

L’étude RESONATE a permis à l’Ibrutinib de constituer le traitement de choix en cas 

de rechute sous ICT, quel que soit le statut IGVH ou TP53 (82). Plus récemment 

l’étude MURANO a également montré la supériorité de l’association du Rituximab + 

Vénétoclax par rapport aux ICT dans le traitement de la rechute (83). 
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 Les rechutes après iBTK : 

Elles peuvent être liées à la progression de la maladie mais également à l’intolérance 

au traitement. Il conviendra de rechercher des mutations de BTK et PLCG2 

susceptibles d’expliquer une résistance à l’Ibrutinib.  

Le Vénétoclax, associé ou non au Rituximab, est généralement le traitement de choix 

après progression sous Ibrutinib (84).  

Chez le patient jeune avec altérations de TP53, la transplantation allogénique de 

cellules souches hématopoïétiques peut également être proposée (85).  

 Les rechutes après iBCL-2 : 

En cas de progression sous Vénétoclax, l’Ibrutinib  ou l’Idélasilib associé au Rituximab  

constituent les traitements de choix. 

Enfin, en cas d’échec des inhibiteurs de BTK et du Vénétoclax, il n’y a pas de 

consensus thérapeutique. Différentes options peuvent être évaluées : l’allogreffe de 

CSH, l’association Idélasilb + Rituximab, une ICT en l’absence d’anomalie TP53. Il 

peut également  être proposé aux patients d’être inclus dans des essais cliniques pour 

bénéficier de nouvelles thérapies innovantes (nouvelles molécules, CAR-T cells, 

check-point inhibiteur, Ac bispécifiques…). 

d) Greffe allogénique 

L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques constituait initialement une option 

thérapeutique chez les patients à haut risque définis historiquement par l’absence de 

réponse ou une rechute précoce inférieure à 12 mois suivant un traitement par 

chimiothérapie incluant au moins un analogue de la purine. Étaient également 

considérés à haut risque les patients porteurs d’une mutation TP53 ou d’une del(17p) 

(86). 
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Ces recommandations concernant la place de l’allogreffe dans la LLC datent de 2007 

et ne prenaient pas en compte l’arrivée des thérapies ciblées comme l’Ibrutinib et le 

Vénétoclax, qui ont grandement modifié le pronostic des patients à haut risque. Les 

protocoles de greffe sont aujourd’hui généralement définis au cas par cas, selon le 

protocole de l’essai clinique. Néanmoins,  l’intérêt de l’allogreffe est désormais admis 

en cas de rechute sous au moins une thérapie ciblée chez les patients à haut risque 

(87).  

L’âge, les comorbidités, l’arrivée de nouvelles approches thérapeutiques dans les 

essais cliniques, comme les CAR-T cells, ainsi que la place croissante de la mesure 

de la maladie résiduelle (Minimal residual disease ou MRD) sont autant d’éléments à 

prendre en compte et qui devront être explorés dans de futures études prospectives 

afin de préciser la place de la greffe allogénique dans la LLC à l’heure actuelle. 

9. Évaluation de la réponse au traitement  

La réponse au traitement est évaluée principalement selon des critères cliniques 

(adénopathies, hépato/splénomégalie, symptômes généraux) et biologiques (taux de 

lymphocytes, teneur en hémoglobine et numération plaquettaire) plus ou moins 

associés à un myélogramme en cas de cytopénies ou de toute autre suspicion de 

progression de la maladie (1). 

Pour définir la réponse au traitement, les recommandations 2018 de l’iwCLL 

distinguent deux groupes de paramètres à évaluer. Le groupe A évalue la réponse 

tumorale et inclut l’évaluation de la masse ganglionnaire, hépatique, splénique ainsi 

que le taux de lymphocytes circulants et la présence de symptômes généraux. Le 

groupe B évalue la réponse biologique associée au système hématopoïétique, et 

comprend le taux plaquettaire, le taux d’hémoglobine et l’étude du myélogramme 

(recherche d’infiltration lymphocytaire >30%). 
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L’évaluation de la réponse au traitement doit se faire au moins 2 mois après la réponse 

maximale au traitement : phase au cours de laquelle aucune amélioration 

supplémentaire n'est observée pendant plus de 2 mois. 

Différents niveaux de réponse ont ainsi été définis par l’iwCLL (tableau 4) : rémission 

complète (complete remission : CR), rémission partielle (partial remission : PR), 

maladie en progression (progressive disease : PD). On parle de réponse stable 

lorsqu’un patient ne répond ni aux critères de rémission partielle ou complète, ni aux 

critères définissant une progression de la maladie.  

Tableau 4 : Définitions des niveaux de réponse au traitement dans la LLC, 

iwCLL guidelines 2018 (1). 

 

De plus, l’évaluation de la maladie résiduelle minime (minimal residual disease : MRD) 

constitue une catégorie de réponse supplémentaire occupant une place de plus en 

plus importante pour l’évaluation de la réponse aux thérapeutiques. Quatre niveaux de 

rémission peuvent ainsi être définis 3 mois après la fin du traitement : CR MRD+, CR 

MRD-, PR MRD+ et PR MRD-, avec pour critère de jugement un seuil de maladie 

résiduelle de 0.01% mesuré en cytométrie en flux ou en biologie moléculaire (1). 
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II-Place de l’évaluation de la maladie résiduelle 
dans le suivi de la LLC 

 

1. Définition de la maladie résiduelle 

D’un point de vue biologique l’obtention d’une RC repose sur des critères cytologiques 

et est caractérisée par la présence d’un taux de lymphocytes dans le sang périphérique 

< 4 X 109/L et/ou dans la moelle < 30% des éléments médullaires. Elle ne permet 

cependant pas d’affirmer l’éradication totale du clone leucémique de LLC du fait du 

manque de sensibilité de l’hémogramme et du myélogramme pour la détection 

d’évènements rares.  

La MRD est un concept défini par la persistance de cellules malignes en dessous du 

seuil de détection obtenu par les techniques conventionnelles, dans le cadre d’une 

prise en charge thérapeutique pour le patient. La présence de cellules pathologiques 

résiduelles peut refléter une réponse partielle au traitement, une émergence de 

résistance au traitement, voire une rechute de la maladie. 

 

Figure 11 : Concept de maladie résiduelle (MRD), N. Duployez et al. (88). 
Cette figure illustre la relation entre évolution de la MRD et risque de rechute dans les hémopathies, 
ainsi que les niveaux de performance des différentes techniques pour la détection des cellules 
leucémiques. 
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Les recommandations iwCLL de 2018 intègrent ainsi de nouvelles catégories de 

critères de réponses  - « RC ou RP avec MRD négative ou positive », afin de confirmer 

ou infirmer la rémission de façon plus précise que par les techniques cytologiques 

classiques (1). On parle de maladie résiduelle indétectable lorsqu’il n’a pas été mis en 

évidence de cellules malignes par l’une de ces techniques.  

2. Impact clinique 

A. Place de la MRD-LLC comme biomarqueur de substitution 

Il est aujourd’hui admis que la quantification de la maladie résiduelle est un marqueur 

prédictif indépendant de la survie sans progression et de la survie globale dans la 

leucémie lymphocytaire chronique chez les patients traités par ICT (89,90). En effet, 

en 2012, Böttcher a pu démontrer l’existence dans l’essai clinique CLL8 d’une 

corrélation entre le résultat de MRD-LLC, la survie sans progression et la survie 

globale : critères de jugement de référence utilisés dans les études cliniques.  

 

Figure 12 : Survie sans progression et survie cumulée en fonction de la MRD-LLC chez des 
patients traités par chimiothérapie ou immunochimiothérapie, Böttcher et al. (89). 

FC : fludarabine + cyclophosphamide, FRC : fludarabine + cyclophosphamide + rituximab 
Le statut de la MRD, ici établi à 1 mois du dernier cycle du traitement, définit le mieux le pronostic du 
patient, qu’il soit sous chimiothérapie ou immunochimiothérapie.  

Ainsi, plusieurs études, dont celles menées par Böttcher et Letestu, ont confirmé que 

les patients traités par ICT, avec une MRD indétectable dans le sang (89) ou dans la 
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moelle (91), avaient une amélioration significative de la survie sans progression, 

indépendamment du stade clinique ou du statut dans la réponse aux traitements. Si 

d’autres facteurs indépendants de la MRD, comme le statut mutationnel IGVH ou la 

mutation de TP53, influent sur la survie sans progression ou la survie globale, le seuil 

de MRD à 10-4 en fin de traitement est maintenant reconnu comme un critère de 

jugement dans le cadre d’une prise en charge thérapeutique par ICT.  

La MRD constitue ainsi un outil d’évaluation de la réponse thérapeutique et un 

marqueur de substitution de la survie des patients : survie globale (OS) et survie sans 

progression (PFS). 

Ces résultats ont été confirmés depuis par plusieurs essais cliniques randomisés ayant 

validé le statut de MRD après traitement d’induction comme critère prédictif 

indépendant de survie (OS et PFS)  (89). En Juillet 2016, la MRD-LLC a ainsi été 

approuvée par l’Agence de Médecine Européenne (EMA) comme un critère de 

jugement intermédiaire dans les essais cliniques de phase 3 randomisés et contrôlés 

(92).  

Cependant,  si la corrélation entre la survie sans progression et le statut de la MRD du 

patient est aujourd’hui parfaitement établie chez les patients traités par ICT (93), 

certaines limites subsistent : ces corrélations ont été établies par un seul groupe de 

recherche (GCLLSG), basée sur 3 essais cliniques (94) ; l’applicabilité de ces données 

est donc limitée aux caractéristiques de ces patients et aux protocoles thérapeutiques 

utilisés dans ces essais. Le statut mutationnel de TP53 n’a, par exemple, pas été pris 

en compte. Enfin, l’analyse de la MRD n’a été réalisée qu’à la fin de la phase 

d’induction des traitements, chez des patients n’ayant jamais reçu de traitement post-

induction. L’effet potentiel d’un traitement d’entretien sur la capacité de la MRD à 

prédire la survie sans progression dans ces cas-là reste donc inconnu (94). 
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L’utilisation croissante des inhibiteurs du BCR en monothérapie (Ibrutinib, Idelalisib) a 

remis en cause l’utilisation de la MRD dans le suivi de la LLC. En effet, ces patients 

sous Ibrutinib ont une survie sans progression très prolongée (62), y compris chez les 

patients en rechute ou à haut risque de progression (83), bien qu’une MRD négative à 

10-4 soit très rarement retrouvée. Le groupe de travail FILO (French Innovative 

Leukemia Organization) a rapporté qu’après 3 ans de traitement par Ibrutinib, aucun 

des patients étudiés n’avait une MRD <10-4 dans le sang (66), rendant l’évaluation de 

la MRD non informative dans ce contexte. En effet, les résultats de l’essai clinique 

IcICLLe ont montré que les inhibiteurs du BTK comme l’Ibrutinib favorisent la 

redistribution des cellules tumorales situées dans les ganglions lymphatiques vers la 

circulation sanguine, à l’origine de résultats de MRD positives (66) sans corrélation 

avec la survie. 

Néanmoins, le développement du Vénétoclax, ciblant le Bcl-2, a permis de confirmer 

l’intérêt de la MRD comme marqueur de substitution pour prédire la survie. L’utilisation 

du Vénétoclax dans la LLC permet en effet d’atteindre des taux de MRD <10-4, que ce 

soit en monothérapie, dans 20 à 30% des cas (84), ou  de manière encore plus 

significative lorsqu’il est associé au Rituximab avec une MRD négative à 10-4 dans la 

moelle osseuse retrouvée chez 61% des patients (95). 

L’étude MURANO, comparant l’efficacité de l’association VR (Vénétoclax Rituximab) 

à un traitement de référence par ICT, a ainsi permis d’établir pour la première fois un 

lien entre MRD indétectable et survie sans progression chez des patients traités par 

l’association Vénétoclax-Rituximab. L’étude montre qu’une MRD indétectable à 9 mois 

est prédictive d’une réponse durable à long terme, ceci, même après arrêt complet du 

traitement, confirmant l’intérêt de l’analyse de la MRD dans les essais cliniques 

évaluant les traitements incluant le Vénétoclax (96).  
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Figure 13 : Survie sans progression en fonction du statut MRD des patients traités par 
Vénétoclax, Etude MURANO, Kater et al. (96). 

EoCT « End of combined therapy » Après arrêt de l’association Vénétoclax/Rituximab 
VenR = Association Vénétoclax + Rituximab.  

Dans l’étude MURANO, dont l’étude de la MRD a été réalisée après 6 cures de Vénétoclax/Rituximab 
avant un entretien pendant 18 mois par Vénétoclax seul, une MRD indétectable à 10-4 est prédictive 
d’une réponse durable à long terme, y compris après l’arrêt du Vénétoclax seul. 

 

Plusieurs études ont ainsi étudié le lien entre MRD et survie sans progression chez 

des patients traités par thérapie ciblée, confirmant l’intérêt de la MRD comme 

marqueur de substitution intermédiaire à la survie globale et à la survie sans 

progression. Néanmoins, la prise en charge de la LLC étant en pleine évolution avec 

la perspective de nouvelles combinaisons, une corrélation entre la MRD et la survie 

des patients nécessitera d’être validée pour chaque nouvelle association. 

B. La place de la MRD-LLC dans la démarche thérapeutique  

La place de l’ICT a grandement diminué dans la prise en charge thérapeutique de la 

LLC ces dernières années, la supériorité de l’Ibrutinib a été démontrée face aux 

associations de référence (FCR, BR)  (97), et l’Ibrutinib, ainsi que d’autres thérapies 

ciblées, représenteront probablement les traitements de choix en première ligne, seuls 

ou en association. Dans ce contexte, l’étude de la MRD semble intéressante, elle 

pourrait permettre d’orienter la démarche thérapeutique : choisir les associations les 

plus efficaces, afin de limiter l’usage des chimiothérapies mais également d’adapter 

voire d’arrêter complètement certains traitements au long cours.  



62 
 

L’étude de phase II ICLL07-GAI du FILO a ainsi évalué l’intérêt d’une stratégie 

thérapeutique guidée par la MRD : le résultat de la MRD conditionnant le schéma 

thérapeutique et la durée de la chimiothérapie. Les patients avec MRD positive à 9 

mois (M9) après 6 cures de d’Obinutuzumab-Ibrutinib (GI) justifiaient de 4 cures de 

Fludarabine-Cyclophosphamide-Obinutuzumab (FCG) jusqu’au 16ème mois (M16) 

associées à l’Ibrutinib, tandis que les patients avec MRD négative en rémission 

clinique poursuivaient avec l’Ibrutinib seul jusque M16 (98). 

Concernant les thérapies ciblées, l’étude CLARITY a également étudié l’intérêt du 

résultat de la MRD dans le conditionnement du schéma thérapeutique (voir figure 14) 

(99).   

 

Figure 14 : Adaptation de la stratégie thérapeutique selon le statut de la MRD, étude 
CLARITY, Hilmen et al. (99). 

Dans l’étude CLARITY, visant à étudier la réponse au long cours de l’association Ibrutinib Vénétoclax 
chez des patients avec une LLC réfractaire ou en rechute, un arrêt du traitement combinant Ibrutinib et 
Vénétoclax à M14 est décidé en cas de MRD indétectable à 10-4 à M8 ; ou à M26 en cas de MRD 
indétectable à 10-4 à M14 ou M26. 

 

Peu de données sont actuellement disponibles concernant l’utilisation de la MRD pour 

prédire la rechute. De la même manière, la place de la MRD reste à préciser dans les 

stratégies thérapeutiques visant à l’éradication de la maladie (allogreffe de moelle 

osseuse, voire éventuellement dans le futur les thérapies par CAR T-cells).  
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Récemment, une étude menée par Porter et al. a montré qu’aucun des patients traités 

par CAR-T cells anti CD19, avec une MRD indétectable à 1 et 3 mois de l'injection, 

n’était en rechute, mais également que 28% des patients avec une MRD positive 

restaient en rémission clinique (76), d’autres études seront nécessaires afin de clarifier 

le rôle de la MRD dans le suivi des thérapies incluant des CAR-T cells. 

Avec la démocratisation des thérapies ciblées et l’arrivée des nouvelles thérapies 

innovantes, les méthodes d’évaluation de la MRD pourraient être amenées à évoluer 

dans les prochaines années. 

3. Méthodes d’évaluation de la MRD-LLC 

Dans la LLC, deux techniques de référence peuvent être utilisées dans l’évaluation de 

la maladie résiduelle : la cytométrie en flux multiparamétrique et la biologie 

moléculaire. Ces deux techniques d’évaluation de la MRD font désormais partie 

intégrante des critères de réponse au traitement de la LLC définis par l’iwCLL. 

A. MRD-LLC en biologie moléculaire 

L’évaluation de la MRD en biologie moléculaire repose sur la détection et la 

quantification d’un réarrangement du gène de la chaine lourde de l’immunoglobuline 

(IGVH) spécifique du clone tumoral (100). Le statut mutationnel des IGVH reste 

identique tout au long de la LLC et constitue donc un bon marqueur de suivi de MRD. 

Différentes techniques peuvent être utilisées avec des niveaux de performance 

variables. 

La PCR à amorce consensus IGVH repose sur l’utilisation d’amorces consensus 

s’appariant avec des régions conservées du génome, proche de la région 

hypervariable CDR3. Cette technique permet ainsi de quantifier et d’identifier un clone 

tumoral. En effet, en cas de clone tumoral, il sera retrouvé un unique produit de PCR, 

alors que dans un contexte polyclonal des produits de PCR de longueur variable seront 
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obtenus. Cette technique de réalisation simple présente comme principal inconvénient 

une sensibilité variable selon les patients du fait de la zone mutée (101).   

L’ASO-qPCR (allele specific oligonucleotide PCR) est une technique de PCR 

quantitative plus sensible et largement utilisée dans le suivi de la MRD de nombreuses 

pathologies lymphoïdes (102). Le principe reste identique avec la recherche et la 

quantification du clone tumoral grâce au suivi d’un réarrangement spécifique du gène 

des IGVH.  

Elle nécessite cependant la fabrication d’amorces spécifiques du clone tumoral de 

chaque patient  avant la mise en place de toute thérapeutique, ce qui soulève plusieurs 

problèmes (103) :  

- La présence d’une oligoclonalité, ou de réarrangements secondaires en cours 

de traitement, peut fortement compliquer le suivi de la MRD lorsque cette 

technique est utilisée.  

- L’affinité des amorces pour les cellules polyclonales étant variable, un bruit de 

fond avec une amplification de séquences comparables chez des cellules 

normales peut diminuer la sensibilité de la technique. 

- Manque de reproductibilité avec une spécificité et une sensibilité de la 

technique variable selon chaque patient.  
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La figure 15 illustre le principe de la technique de RQ-PCR. 

 

Figure 15 : Principes de base de l'analyse de la MRD par RQ-PCR, Van Dongen et al. (104). 

(A) Schéma d'un réarrangement du gène IGH, donnant lieu à un exon V-D-J avec des régions de 
jonction très diverses, différentes selon chaque cellule B individuelle. (B) Principes d’interprétation 
d’une MDR par RQ-PCR en prenant en compte le seuil de positivité, la gamme de quantification et le 
bruit de fond résiduel limitant la sensibilité.  

 

La « nested » ASO-qPCR repose sur le même principe et permet d’augmenter la 

sensibilité et la spécificité de la PCR, au détriment de la quantification du clone tumoral. 

Elle implique généralement deux réactions d’amplifications séquentielles, chacune 

d’entre elles utilisant une paire d’amorces différentes. Le produit de la première 

réaction d’amplification est utilisé comme matrice pour la seconde PCR et la deuxième 

paire d’amorces est placée à l’intérieur de la première. L’utilisation de deux paires 

d’amorces permet une augmentation de la sensibilité, l’amélioration de la spécificité 

découle de l’utilisation de deux amorces distinctes ayant la même cible (105). 

Le séquençage à haut débit (NGS) permet aujourd’hui d’atteindre une sensibilité 

théorique de l’ordre de 10-6 dans le domaine de la MRD. Cette technique utilise des 

ensembles d’amorces consensus dégénérées (amorces utilisables chez tous les 

patients) afin d’amplifier l’ensemble des réarrangements des gènes IGVH dans un mix 

de cellules lymphoïdes. Couplé à un séquenceur à haut débit, elle permet une 

détection précise d’un éventuel clone tumoral (106). 
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Cette technique permet de s’affranchir des principales limites de l’ASO-qPCR, à savoir 

la nécessité d’avoir des amorces spécifiques pour chaque patient ainsi que du risque 

de faux négatifs lors du suivi, en cas d’évolution sous clonale (107). Si la perspective 

d’utilisation du NGS en routine était encore lointaine il y a quelques années, 

principalement à cause de son accessibilité et son prix, la démocratisation des 

séquenceurs à haut débit dans de nombreux centres hospitaliers permet aujourd’hui 

d’envisager l’utilisation du NGS dans l’évaluation de la MRD LLC. 

Tableau 5 : Avantages et inconvénients des différentes techniques de biologie moléculaire 
utilisés dans la MRD LLC 

 

B. MRD-LLC en Cytométrie en flux 

a) La cytométrie en flux 

La cytométrie en flux (CMF) est une technique de mesure de populations cellulaires 

en suspension. L’échantillon cellulaire (sang, moelle ou autre liquide) est 

préalablement marqué par des Ac monoclonaux conjugués à des fluorochromes 

dirigés contre des antigènes membranaires ou intracellulaires. Une étape de lyse 

érythrocytaire est ensuite réalisée avant analyse au cytomètre.  
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Le cytomètre se compose de trois systèmes : un système « fluidique », un système 

« optique » et un système « électronique » (Figure 16). 

 

Figure 16 : Fonctionnement d'un cytomètre (source : URCACyt, Université de Reims). 

Le fonctionnement d’un  cytomètre en flux nécessite la combinaison d’un système fluidique permettant 
d’introduire et de canaliser les cellules dans un liquide de gaine afin de les faire passer une par une 
devant un faisceau lumineux, c’est la focalisation hydrodynamique ; d’un système optique avec une 
source d’excitation lumineuse (les lasers sont généralement utilisés) permettant la révélation de la 
fixation de l’anticorps sur l’antigène spécifique, par excitation du fluorochrome ; d’un système 
électronique pour convertir les signaux optiques en signaux électroniques, les numériser, et les 
analyser ensuite sur ordinateur.    
 

Les cellules sont entrainées dans le flux d’un liquide de gaine afin de passer une par 

une devant un faisceau laser et être analysées individuellement. Ce phénomène est 

appelé focalisation hydrodynamique.  

Lors du passage d’une cellule devant un faisceau laser (source d’excitation 

lumineuse), différents types de signaux lumineux sont ensuite émis : un signal de 

diffusion permettant de discriminer les cellules selon la taille et la complexité cellulaire 

et un signal de fluorescence. 

- La lumière diffractée dans l’axe du faisceau laser permet d’évaluer la taille de 

la cellule (paramètre Forward Scatter ou FS). 

- La lumière diffractée, mesurée à 90°, permet d’évaluer la complexité/granularité 

de la cellule (paramètre Side Scatter ou SS). 
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- Le signal de Fluorescence correspond à « l’autofluorescence » des cellules à 

laquelle s’ajoute le signal émis par l’excitation du fluorochrome couplé à 

l’anticorps. Dans le cadre de l’immunophénotypage des leucocytes, ces Ac sont 

dirigés contre des glycoprotéines appelées « Cluster de Différenciation » (CD). 

La fluorescence émise sera analysée, donnant des informations sur 

l’expression antigénique caractérisant les différentes sous-populations 

cellulaires. 

Les différentes longueurs d’ondes sont ensuite triées et séparées par un système de 

miroirs dichroïques, puis recueillies par des photomultiplicateurs (PMT).  

 

Figure 17 : Représentation schématique d'un banc optique                                                               
(Documentation Navios® fournisseur Beckman Coulter, Service formation -  Juillet 2014) 

Représentation schématique du banc optique d’un cytomètre Navios 10 couleurs (3 lasers bleu, rouge 
et violet) avec système de filtres optiques et photomultiplicateurs en « boulevard ». 

 

Les signaux lumineux sont ensuite convertis en signaux électriques exploitables au 

niveau informatique. Les données recueillies sont représentées sous forme de 

graphes mono ou bi-paramétriques. 
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Figure 18: Exemples d'histogrammes obtenus en CMF dans une LLC. 

FS = Forward scatter : discrimination selon la taille / SS = Side scatter : discrimination selon la 
complexité/granularité de la cellule. Succession d’histogrammes bi-paramétriques et d’un histogramme 
monoparamétrique (CD5/Count). 

Les différentes populations cellulaires sont séparées en fonction de leur taille (FS), leur structure interne 
(SS), leur expression pour les différents clusters de différenciations (CD). Sont colorisés en rouge les 
granuleux, en vert les monocytes, en bleu les lymphocytes B CD19+ et en rose les lymphocytes T et 
NK CD19-. 

Mise en évidence d’une population lymphocytaire B CD5+, CD23+, monotypique Kappa et CD22 de 
faible intensité, FMC7 négatif. (Données CH de Valenciennes).  
 

L’avènement de la cytométrie multiparamétrique a permis de multiplier les marquages 

cellulaires grâce au développement de cytomètres avec plusieurs lasers, augmentant 

ainsi le nombre de fluorochromes analysés.  
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Les fluorochromes utilisés ont des spectres d’émission de fluorescence distincts mais 

ceux-ci peuvent se chevaucher (Figure 19). Ce phénomène de chevauchement peut 

se produire lorsque deux spectres d’émission de fluorescence sont proches. Ces 

« fuites de fluorescence » peuvent ainsi perturber l’interprétation des signaux.  

 

Figure 19 : Recouvrement des spectres d'émissions de fluorescence de différents 
fluorochromes (©Becton Dickinson, Spectra Viewer). 

Spectres de fluorescence pour les fluorochromes FITC, PE, PerCP-Cy5.5 et PE-Cy7.Les spectres 
d’émissions diffèrent entre fluorochromes mais des zones de chevauchement existent, pouvant poser 
des difficultés dans l’interprétation des signaux, notamment pour les spectres d’émission proches 
comme pour le FITC et le PE. 

 

Le réglage des compensations consiste à soustraire mathématiquement des signaux 

non-spécifiques de fluorescence de fluorochrome interférant dans les canaux 

adjacents : la proportion de « fuite de fluorescence » captée par un détecteur voisin 

par rapport à l’émission de fluorescence détectée par le PMT est constante pour 

chaque fluorochrome. 

Outre le réglage des compensations, la stabilité des réglages des cytomètres doit être 

vérifiée régulièrement. Il est recommandé de passer quotidiennement des 

microsphères fluorescentes permettant de vérifier les tensions des 

photomultiplicateurs (PMT) et de contrôler la conformité optique et fluidique du 

cytomètre.  
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b) Principe de la MRD-LLC en cytométrie en flux  

La cytométrie en flux (CMF) constitue à l’heure actuelle la technique de prédilection 

pour la recherche de cellules résiduelles de LLC après traitement. Différents points 

sont à prendre en compte pour une évaluation optimale de la MRD-LLC en CMF. 

- Nature de l’échantillon  

La MRD LLC peut être réalisée sur le sang ou la moelle, les prélèvements étant 

acheminés dans des tubes anticoagulés avec de l’héparinate de sodium ou de l’EDTA 

(Acide éthylène diamine tétra acétique), le délai d’acheminement recommandé est 

inférieur à 48h. 

Contrairement à d’autres hémopathies où l’étude de la maladie résiduelle se fait 

généralement dans la moelle osseuse, en France, en dehors de l’apparition ou de la 

persistance de cytopénies, l’étude de la MRD-LLC est le plus souvent réalisée dans le 

sang, et l’infiltration ganglionnaire et médullaire reste généralement inexplorée. Le 

sang constitue en effet le prélèvement de choix pour l’étude de la MRD dans la LLC, 

en raison de son accessibilité (prélèvement peu invasif) et de la sensibilité de la 

technique : l’évaluation de la MRD sur sang étant le plus souvent au moins aussi 

sensible que la MRD sur moelle (108). 

Néanmoins, il a été reconnu que les Ac monoclonaux utilisés en thérapeutique peuvent 

entrainer une clairance des cellules tumorales circulantes sans cibler les cellules 

tumorales situées dans les organes hématopoïétiques (moelle osseuse, ganglions 

lymphatiques). C’est pourquoi l’iwCLL indique qu’une MRD sur moelle reste 

néanmoins nécessaire dans les 3 mois suivant un traitement par Alemtuzumab ou 

Rituximab (109).  L’interprétation de la MRD devrait ainsi prendre en compte le 

traitement du patient mais aussi le site du prélèvement pour rester critique face à une 

MRD indétectable (110). En effet, des différences dans les taux de MRD mesurés 
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entre le sang et la moelle peuvent constituer des critères prédictifs de la durée de 

réponse au traitement (110) ; une MRD négative sur moelle pouvant correspondre à 

une réponse plus profonde.  

Cependant, peu d’études ont évalué l’impact d’un résultat de MRD positive sur moelle 

et négative sur sang en terme de survie dans les essais évaluant les thérapies ciblées. 

La MRD-LLC dans la moelle a été étudiée principalement dans des protocoles post-

ICT (protocoles FMP2007 et 2010 et LLC2007 SA du groupe FILO). Seule une MRD 

supérieure à 0.01% sur moelle et négative sur sang au seuil de 10-4 est prédictive 

d’une moindre survie (91). De plus, une MRD positive sur moelle au seuil de 10-4 n’a 

été observée que dans 17% des cas où la MRD sur sang était négative (91). Ainsi, 

l’étude de la MRD sur moelle reste limitée et ne se fera probablement pas en dehors 

des études cliniques. Elle présente donc peu d’intérêt chez les patients traités par ICT 

mais restera nécessaire dans la validation de l’approche MRD des nouvelles 

thérapeutiques. 

- Panels utilisés 

Les panels proposés et utilisés dans les essais cliniques des groupes français FILO et 

européens ERIC ont évolué ces dernières années passant de « quatre couleurs » à 

« six couleurs » et plus récemment, à des techniques de haute performance à plus de 

« huit à dix couleurs ». L’évolution des cytomètres et des panels a ainsi permis 

d’atteindre des niveaux de sensibilité théorique de l’ordre de 10-5 à 10-6, avec une 

bonne corrélation avec les techniques moléculaires (111) ; le seuil de détection 

recommandé par l’iwCLL étant de 10-4, soit une cellule de LLC pour 10 000 leucocytes 

analysés.   
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Figure 20 : Evolution des panels d'étude de la MRD LLC par CMF, Letestu et al. (112). 

Initialement, les techniques 4 couleurs étaient étudiées à visée observationnelles, l’arrivée de 
techniques plus sensibles a permis l’évaluation de la MRD comme objectif secondaire dans les essais 
cliniques jusqu’à devenir un critère de jugement principal dans les essais cliniques actuels, grâce à 
l’avènement de cytomètres à 8 et 10 couleurs de très haute sensibilité. 
 

Ces panels sont composés de marqueurs lymphocytaires permettant de caractériser 

les cellules de LLC (CD5, CD19, CD20, CD22, CD23, CD43, CD79b, CD81) et peuvent 

être complétés par des marqueurs d’exclusion pour les autres populations 

leucocytaires dans le cadre de la stratégie de gating (Tableau 6).   
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Tableau 6 : Rappel sur les profils d’expression cellulaire des principaux marqueurs 
d’identification utilisés dans le panel MRD-LLC   

 

La stratégie d’identification repose sur les différences d’expression relative entre les cellules de LLC et 

les autres populations lymphocytaires normales.  

 

L’utilisation de cytomètres de haute résolution tend à privilégier l’utilisation d’un seul 

tube permettant l’étude simultanée de 8-10 marqueurs d’intérêt, avec un temps 

d’acquisition plus court et un nombre d’éléments étudiés important.  

- Traitement de l’échantillon 

Une lyse érythrocytaire est nécessaire afin de limiter les interférences liées à la 

présence des globules rouges, comme l’adhésion non spécifique des anticorps de 

marquage. Cette lyse peut être réalisée avant ou après marquage. Une lyse après 

marquage permet de respecter l’intégrité des épitopes, mais nécessitera un plus grand 

nombre d’anticorps marqués, ceux-ci pouvant réagir de manière non spécifique aux 

éléments érythrocytaires. Une lyse avant marquage permet de limiter le marquage aux 

seuls leucocytes, réduisant les volumes d’anticorps nécessaires et le coût de l’analyse 

(113).  
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C’est pourquoi la lyse avant marquage est recommandée par la Société Européenne 

d’Analyse Cellulaire Clinique (ESCCA) dans le cadre d’étude de la MRD (114). Une 

lyse macrovolume (Bulk Lyse), non agressive, permettant de lyser les éléments 

érythrocytaires, tout en préservant les cellules leucémiques est généralement utilisée. 

Différents types de lyse peuvent être utilisés : lyse maison à base de chlorure 

d’ammonium (NH4Cl) ou lyses commerciales comme la Versalyse® de chez Beckman 

Coulter (BC) ou la FACSTM Lysing solution de chez Becton Dickinson (BD). Le choix 

du réactif de lyse est important : elle doit à la fois préserver les cellules d’intérêt et 

respecter la densité antigénique des marqueurs de surface. 

- Nombre d’éléments à analyser 

La mesure de la maladie résiduelle repose sur la présence et la mise en évidence 

d’évènements rares. Idéalement ces évènements sont présents, répartis de façon 

homogène et mesurés de manière spécifique. Ils obéissent à la loi de Poisson : avec 

un coefficient de variation (CV) du nombre de cellules n définissant la population rare, 

inversement proportionnel à la racine carrée de ce nombre n (CV = 100/√n) (tableau 

7). Plus on souhaite réduire la variabilité de la technique, plus le nombre de cellules à 

analyser doit être grand. De la même manière, la limite de sensibilité d’une technique 

(capacité à rendre un résultat positif lorsque des cellules anormales sont présentes) 

dépend principalement de la quantité de cellules analysées. Une augmentation du 

nombre d’évènements à collecter permet donc de diminuer le risque de « faux 

négatifs ». 

Cependant, le nombre de cellules à analyser pose quelques limites : le volume 

sanguin, l’augmentation des données numériques à traiter puis à interpréter, la 

consommation de réactifs et le temps nécessaire de l’analyse. Il faut donc trouver le 

compromis entre le nombre d’évènements à collecter et la variabilité des résultats.  
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Les valeurs sur fond rouge du tableau 7 présentent des niveaux d’acquisition difficiles 

à atteindre en routine dans le cadre d’une analyse par CMF. Le compromis admis dans 

la recherche de la MRD-LLC est l’analyse d’au moins 500 000 cellules, avec un CV 

acceptable permettant de rendre un résultat positif à 0,01%, soit une sensibilité de 

l’ordre de 10-4 (108).  

Tableau 7 : Nombre théorique de cellules nécessaires à analyser en fonction du pourcentage 
de cellules cibles présentes dans l’échantillon et le coefficient de variation de la technique 

  Letestu, JFPC-AFC 2018 (115) 

 

- Stratégie d’analyse dans la MRD-LLC 

La stratégie d’analyse consiste à fenêtrer la population d’intérêt sur une succession 

d’histogrammes bi-paramétriques afin de caractériser les cellules de LLC. Le 

positionnement des fenêtres d’identification se base sur l’expression ou l’intensité 

d’expression des marqueurs d’intérêt à la surface des différentes populations 

cellulaires. Une booléenne d’identification permet de mesurer le nombre de cellules de 

LLC résiduelles parmi les leucocytes totaux. 

Un exemple de MRD-LLC positive est présenté ci-dessous avec la stratégie de 

fenêtrage utilisée au Centre Hospitalier de Valenciennes. Une succession 

d’histogrammes bi-paramétriques conditionnés sur la population lymphocytaire permet 

de définir le profil phénotypique de la population d’intérêt. Une fenêtre booléenne MRD 

combinant les évènements contenus dans chacune des fenêtres LLC 1 à LLC9 permet 

de visualiser et de quantifier le phénotype étudié. 
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Après vérification des compensations, contrôle de marquages et nettoyage de 

l’acquisition (élimination des débris, globules rouges mal lysés et doublets) le résultat 

de la maladie résiduelle correspond au nombre d’éléments de la fenêtre MRD sur le 

nombre de leucocytes totaux (CD45+). Dans l’exemple présenté, la MRD est calculée 

à 190 éléments de phénotype LLC sur 476 542 leucocytes soit 0.04% des lymphocytes 

totaux. 
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Figure 21 : Stratégie de réanalyse d'une MRD-LLC (données du CH de Valenciennes). 

Une fenêtre booléenne MRD combinant les évènements contenus dans chacune des fenêtres LLC1 à 
LLC9 permet de visualiser et de quantifier le phénotype étudié. Sur cet exemple, les cellules de LLC 
sont représentées en noir et le résultat de MRD en % est obtenu en calculant le rapport du nombre de 
cellules de LLC contenues dans la fenêtre MRD sur le nombre de leucocytes totaux CD45+ analysés. 

 

Le panel utilisé au Centre Hospitalier de Valenciennes inclut les marqueurs suivants : 

CD81-FITC (clone JS64), CD56-PE (clone N901 (NKH-1)), CD19-ECD (clone J3-119), 

CD4+CD20-PC5.5 (clones UHCT1/13B8.2), CD200-PC7 (clone OX-104), CD79b-

APC (clone CB3-1), CD22-AA700 (clone SJ10.1H11), CD43-AA750 (clone DFT1), 

CD5-PB (clone BL1a), CD45-KRO (clone J33). Le choix du panel s’est basé sur les 

recommandations des groupes FILO et ERIC afin de permettre une bonne séparation 

des différentes populations cellulaires et l’identification précise des cellules de LLC. Le 

choix s’est également basé sur la disponibilité de certains anticorps déjà utilisés au 

laboratoire pour d’autres hémopathies afin de limiter le nombre de spécificités d’Ac 

(coûts élevés et péremptions courtes des réactifs de CMF).  
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 Interprétation des résultats 

Trois types de situations peuvent être observés selon que le nombre N de cellules 

identifiées LLC  (fenêtre MRD) se situe de part et d’autre de la limite de détection de 

la technique (LOD) et de la limite de quantification (LOQ) : N > LOQ, LOD < N < LOQ, 

ou N < LOD. 

La limite de détection correspond à la valeur minimale à partir de laquelle on peut 

affirmer que le nombre de cellules est suffisamment élevé pour ne pas être attribué au 

bruit de fond cellulaire mais bien à la présence de cellules marquées positivement.  

La limite de quantification correspond à la valeur au-delà de laquelle le nombre de 

cellules détectées peut être quantifié de manière précise, fiable et reproductible entre 

les différents opérateurs.  

Ainsi, pour un même échantillon, si le nombre de cellules pathologiques résiduelles 

est inférieur à la limite de détection, on observera une grande variabilité inter-

opérateurs, alors qu’une valeur de maladie résiduelle supérieure à la limite de 

quantification permet une meilleure reproductibilité des résultats (20). 

Le calcul théorique de la limite de détection et de la limite de quantification peut être 

calculé en fonction d’un multiple de l’écart-type du bruit de fond moyen. D’après 

l’Agence Nationale de sécurité sanitaire alimentation, environnement, travail (ANSES) 

(116), un facteur de 2 ou 3 fois l’écart type pour la limite de détection permet un indice 

de confiance >95%. Pour la LLC, les limites généralement admises sont de 20 cellules 

d’intérêt pour la LOD et 50 cellules pour la LOQ (20). 

Ainsi, le résultat de la MRD-LLC tiendra compte du nombre d’évènements obtenus 

dans la fenêtre MRD, lui-même directement dépendant du nombre de cellules 

analysées. 
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- >50 cellules = MRD quantifiable. Le résultat sera exprimé sous forme de 

pourcentage qui devra être supérieur au seuil technique (seuil 10-4 pour la 

technique du CHV, conformément aux recommandations de l’iwCLL). 

- 20-50 cellules = MRD détectable non quantifiable. Les cellules anormales sont 

en nombre suffisant pour être détectées, mais l’incertitude de mesure liée à leur 

faible nombre ne permet pas leur quantification (bruit de fond, fixation non 

spécifique, fuite de fluorescence, distorsion de signal…). On parlera de MRD 

détectable mais non quantifiable. 

- 0-20 cellules = MRD indétectable au seuil de sensibilité de la technique. Le 

faible nombre de cellules détectées ne permet pas de discriminer le bruit de 

fond (limite de spécificité de la technique) d’éventuelles cellules de LLC 

résiduelles : c’est la limite de détection du test ou LOD. 

Dans l’exemple proposé en figure 21, 190 éléments ont été identifiés dans la fenêtre 

MRD sur un total de 476 542 leucocytes acquis, soit une MRD positive et quantifiable 

estimée à 0.04% des leucocytes totaux.  

Au CHV, des études sur dilutions successives ont permis de valider un seuil de 

sensibilité de l’ordre de 10-4 pour l’évaluation de la MRD-LLC avec une limite de 

détection de l’ordre de 10-5, soit la plus faible concentration cellulaire à partir de 

laquelle on parvient encore à détecter des cellules. A noter qu’au moment de notre 

étude, le seuil de 500 000 évènements acquis n’était pas systématiquement appliqué. 

La figure 22 illustre les résultats obtenus sur dilutions successives. 
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1. Patient LLC au pur                       2. Dilution 10-1                             3. Dilution 10-2 

% de cellules LLC : 49%                      MRD théorique : 4.9%                 MRD théorique : 0.49% 
                                                                                                            MRD mesurée : 4.9%                   MRD mesurée : 0.40% 

 

 

4. Dilution 10-3                                 5. Dilution 10-4                                    6. Dilution 10-5 

MRD théorique : 0.05%                 MRD théorique : 0.005%                   MRD théorique : 0.0005% 
MRD mesurée : 0.04%                   MRD mesurée : 0.004%                     MRD mesurée : 0.004 % 

Figure 22 : Dilutions successives d'un échantillon de patient atteint de LLC                                             
(données du CH de Valenciennes). 

La fenêtre MRD de l’histogramme 6 correspondant à la dilution au 10-5 représente la limite de détection 
de la technique. Jusqu’au seuil de 10-4 la MRD mesurée est quantifiable (MRD mesurée proche de la 
MRD théorique). Au-delà de 10-4, la MRD reste détectable au seuil de 10-5 mais non quantifiable 
(imprécision de la MRD mesurée par rapport à la MRD théorique en raison du bruit de fond). 
 

C. Limites et comparaison des deux approches 

Si la technique de CMF constitue la technique de prédilection pour l’évaluation de la 

MRD-LLC en raison de son coût modéré, son rendu de résultat rapide, sa relative 

simplicité et son applicabilité à un grand nombre de laboratoires, elle souffre 

cependant de certaines limites.  L’évaluation de la maladie résiduelle en cytométrie en 

flux nécessite de travailler sur des échantillons « frais » : un délai de réalisation de 

maximum 48h après le prélèvement est recommandé. Si ce délai est généralement 
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respecté, une vigilance sera néanmoins nécessaire pour les centres qui traitent des 

échantillons provenant de services cliniques éloignés géographiquement du 

laboratoire de cytométrie. 

La cellularité du prélèvement est également importante ; le nombre de cellules 

analysées au cytomètre conditionnant le niveau de sensibilité de la technique. Ainsi, 

un prélèvement paucicellulaire ne permettra pas toujours d’acquérir plus de 500 000 

évènements comme recommandé. Cependant, l’utilisation de cytomètres de très haute 

sensibilité tend à privilégier l’utilisation d’un seul tube avec 8-10 marqueurs d’intérêt, 

ce qui permet l’acquisition d’un nombre d’évènements suffisant en un temps plus court. 

Enfin, les techniques de cytométrie en flux souffrent actuellement d’un défaut de 

standardisation inter-centres. Il n’existe à ce jour pas de protocole standardisé 

définissant les modalités de traitement de l’échantillon, le choix du panel d’anticorps à 

utiliser (spécificités, clones…), la stratégie de réanalyse. Si les recommandations 

actuelles tendent à préconiser un tube unique, les essais cliniques réalisés depuis 15 

ans et les récentes enquêtes réalisées au niveau national montrent une grande 

hétérogénéité dans les pratiques, soulignant un besoin de standardisation. 

Les niveaux de sensibilité des techniques sont variables : allant de 10-2/10-3 pour les 

premières techniques de quantification à la recherche d’une monotypie 

Kappa/Lambda ; à 10-4 pour les études utilisant un panel 4 couleurs, jusqu’ à des 

niveaux de sensibilité supérieurs à 10-5 pour les techniques de très haute résolution 

(117). Les performances semblent ainsi inégales entre les centres et les stratégies de 

réanalyse non standardisées. 

Si les techniques de RQ-PCR nécessitent des quantités d’échantillons moindres et 

plus stables dans le temps, avec notamment la possibilité d’utiliser des prélèvements 

congelés (idéal dans les études rétrospectives), leur coût, les contraintes techniques 
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et humaines qu’elles engendrent, ainsi que leur moindre disponibilité, compliquent leur 

réalisation en routine. La démocratisation du NGS pourrait modifier les pratiques mais 

pose de nombreuses questions, outre son prix et sa disponibilité, c’est la quantité 

d’ADN à séquencer pour arriver au seuil de sensibilité théorique de 10-6 associé au 

défi que représente le traitement bio-informatique de toutes ces données qui limite sa 

place dans les essais cliniques. 

Tableau 8 : Comparatif des différentes techniques utilisées dans l'études de la MRD-LLC, 
Rawstron, ASH 2018 (118). 

 CMF ASO-qPCR NGS 

Sensibilité : limites de 

détection/quantification 

10-4 – 10-5 10-4 – 10-5 10-5 – 10-6 

Techniques 

générique/personnalisée 

Générique Personnalisée Générique 

Évaluation 

Pré-traitement 

Préférable Requise Requise 

Accessibilité 
Centres 

Hospitaliers 

Centre de référence Centre privé/Centre 

de référence 

Essais standardisés ERIC Euro-MRD / 

 

Validation 

 

 

 

 

Non validé dans les 

essais cliniques 

 

Qualités 

Accessibilité 

Rapide 

 

Analyse objective 

Réalisation sur ADN 

congelé 

Analyse objective 

Sensibilité 

théorique élevée 

 

Inconvénients 

Echantillons ‘’frais’’ 

Analyse subjective 

Amorces spécifiques 

pour chaque patient 

Prix 

Accessibilité 

Méthode non 

validée 

 

 

 

Accepté par l’EMA, validé dans plusieurs 

essais cliniques prospectifs et standardisés. 
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Si ces techniques sont complémentaires pour l’évaluation de la MRD-LLC, la 

cytométrie en flux reste à l’heure actuelle la méthode la plus accessible, la moins 

coûteuse avec un délai de rendu de résultat plus rapide, rendant son utilisation en 

routine beaucoup plus répandue. 

Pourtant, la démocratisation des thérapies ciblées dans la stratégie thérapeutique de 

la LLC et les modulations d’expression des marqueurs cellulaires qu’elles peuvent 

entrainer, ajoutent de nouveaux défis dans la stratégie de réanalyse et l’interprétation 

des résultats de cytométrie.  
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III. Impact des nouvelles thérapeutiques sur 
l’immunophénotypage des cellules de LLC 

  
Bien que le phénotype des cellules tumorales de LLC soit prévisible et relativement 

stable par rapport à d’autres hémopathies, il peut néanmoins évoluer naturellement au 

cours de la maladie, que le patient soit traité ou non (119). À ces évolutions 

phénotypiques liées à la progression de la maladie s’ajoute des modulations 

phénotypiques liées aux thérapeutiques (120). En effet, l’avènement récent de 

l’immunothérapie et des thérapies ciblées nécessite une adaptation dans les pratiques 

du cytométriste puisqu’il a été montré que ces traitements pouvaient entrainer des 

modulations phénotypiques à la surface des cellules tumorales de LLC. 

1. Thérapeutiques anti-CD20  

L’immunothérapie anti-CD20 conduit à une perte d’expression du CD20 et une 

profonde déplétion lymphocytaire B circulante touchant à la fois les cellules LLC et les 

cellules B bénignes. Les cellules B matures bénignes sont par ailleurs plus sensibles 

au Rituximab que les cellules de LLC et absentes dans le sang périphérique pendant 

une période d’environ 9 mois. Ces observations autorisent l’identification d’échantillons 

de patients traités dans un délai de 9 mois après le traitement (121).   

Plusieurs études ont étudié les mécanismes responsables de la perte d’expression du 

CD20 chez les patients atteints de LLC (122,123). Des essais réalisés in vivo avant et 

après ajout de Rituximab montrent que, lorsque les cellules sont mélangées avec du 

Rituximab, elles deviennent négatives pour le CD20 à cause du « masquage » du 

CD20 par le Rituximab (Figure 23). 
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Ces résultats ont été vérifiés sur des échantillons de patients traités par Rituximab, où 

les cellules de LLC étaient identifiées par le CD19 mais négatives pour le CD20. Tous 

les échantillons avaient été testés positifs pour le CD20 avant traitement (123). 

 

Figure 23 : Détection ex vivo du CD20 et du Rituximab à la surface des cellules de LLC,                         
Jilani et al. (123). 

La figure illustre la perte d’expression du CD20 (D) à la surface des cellules de LLC sur des essais 
réalisés ex vivo avant et après ajout de Rituximab. Le CD20 était détecté dans la fenêtre des 
lymphocytes avant ajout de Rituximab (B). Les histogrammes (C) et (E) visualisent la fixation des 
Immunoglobulines de souris dirigées contre le Rituximab avant et après ajout de la molécule. 
L’histogramme (E) illustre ainsi la fixation du Rituximab à la surface des cellules de LLC. L’histogramme 
(A) représente la fluorescence non spécifique observée avec les témoins isotypiques. 
 

Néanmoins, Jilani montre ensuite que pour la majorité des patients traités de l’étude, 

la perte d’expression du CD20 semble plus liée à une immunomodulation (« down 

modulation ») qu’à un masquage du CD20 par le Rituximab.  La perte de positivité du 

CD20 et du Rituximab à la surface des cellules de LLC étant observée après ajout de 

plasma, cela suggère la présence de composants plasmatiques capables d’activer une 

voie de signalisation conduisant à la sous expression du CD20 et à la perte de liaison 

du Rituximab (123,124). 
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On retrouve une plus forte intensité d’expression du Rituximab et du CD20 en 

intracytoplasmique qu’en surface, suggérant que la perte d’expression du CD20 

observée en surface soit liée en partie à une internalisation (Figure 24).  

 

Figure 24 : Internalisation du CD20 et du Rituximab au cours d'un traitement par Rituximab,                                  
Jilani et al. (123). 

Avant traitement, les cellules de LLC sont positives pour le CD20 (A) et négatives pour le Rituximab 
(B). À 24 heures de l’initiation du traitement, on observe une négativation de l’expression du CD20 en 
surface (C) et une absence de Rituximab en surface (D) tandis que les histogrammes (E) et (F) illustrent 
l’expression intracellulaire du CD20 et du Rituximab dans ces cellules de LLC, confirmant 
l’internalisation des complexes CD20/Rituximab en cas de traitement par Rituximab. 

 
On sait aujourd’hui que ce phénomène d’internalisation du CD20 est la conséquence 

de la  phagocytose induite par la fixation du Rituximab sur les récepteurs  FcγRIIb des 

cellules B (125). 

Néanmoins, les mécanismes sont complexes et l’internalisation n’explique pas à elle 

seule la perte d’expression du CD20 à la surface des LLC. En effet, dans l’étude de 

Jilani, pour la majorité des cellules de LLC traitées, le CD20 et le Rituximab n’étaient 

pas exprimés en intracytoplasmique, la perte d’expression du CD20 en surface n’était 

donc pas liée dans ce cas à un phénomène d’internalisation. Une modulation 

d’expression de l’ARNm du CD20 par le Rituximab pourrait également être impliquée 
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dans la perte d’expression du CD20. En revanche, l’hypothèse de l’émergence de 

clones CD20 négatif semble peu probable (124). 

L’utilisation du CD20 dans le panel de MRD-LLC nécessite ainsi de prendre en compte 

systématiquement le traitement du patient dans la stratégie de réanalyse des données 

de CMF afin d’adapter le fenêtrage de la population cible. La figure 25 illustre un 

exemple de perte d’expression du CD20 chez un patient traité par ICT + Rituximab.  

  

Figure 25 : Histogrammes bi-paramétriques d'échantillons de LLC traitées                                                
(données du CH de Valenciennes). 

La population LLC est colorisée en noire. Les autres populations correspondent aux lymphocytes T 
CD4+ (rouge), lymphocytes T CD8+ (turquoise) et monocytes (jaune). 
Sur l’histogramme de droite, le patient n’a pas reçu de thérapeutique anti-CD20. Sur l’histogramme de 
gauche, le patient a bénéficié d’une cure récente de FCR se traduisant en CMF par une perte 
d’expression du CD20 à la surface des cellules de LLC. 
 

Une perte d’expression du CD20 a également été observée avec les autres 

thérapeutiques anti-CD20 tels que l’Obinutuzumab, anti-CD20 de classe 2 utilisé au 

CH de Valenciennes. Cependant, dans le cas de Obinutuzumab, la liaison de 

l’immunoglobuline au FcγRIIb n’entrainerait pas l’internalisation du CD20, comme 

décrit avec le Rituximab (126). 
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À côté de la perte d’expression du CD20, les profils d’expression des marqueurs CD81, 

CD22 et CD5, également utilisés pour l’identification des cellules de LLC,  ne semblent 

pas affectés par un traitement par Rituximab (127). 

            

Figure 26 : Profil d'expression des différents marqueurs utilisés dans le suivi de la LLC chez 
des patients traités par Rituximab, Rawstron et al. (127). 

Le graphe (a) illustre les intensités moyennes de fluorescence (MFI) à la surface des cellules de LLC 
pour les marqueurs CD20, CD81, CD22 et CD5. Les MFI correspondant aux marqueurs CD81, CD22 
et CD5 sont stables sous traitement, tandis qu’une perte d’expression du CD20 est observée après 
traitement. Le graphe (b) montre une décroissance rapide de l’expression du CD20 dès le deuxième 
mois de traitement. 
 

En revanche, le Rituximab serait responsable d’une perte d’expression du CD19 par 

les lymphocytes B « normaux ». Cette diminution rapide d’expression du CD19 n’est 

pas liée à une éventuelle lymphopénie B puisqu’elle n’est pas associée à une mort 

cellulaire (128). Elle s’accompagne par ailleurs d’une augmentation relative de 

l’expression de CD19 intracellulaire. Les mécanismes sont complexes et non 

entièrement élucidés, mais la perte du CD19 en surface par les cellules B serait 

également dépendante du fragment Fc des IgG, et nécessiterait la présence de 

cellules riches en FcγR tels que les monocytes qui exprimeraient le CD19 à leur 

surface suite à un traitement par Rituximab par un mécanisme de type trogocytose 

(échange de molécules membranaires entre deux cellules en contact). Ces 

observations faites sur des cellules B normales nécessiteraient d’être évaluées sur 

cellules de LLC.  
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La figure 27 illustre la perte d’expression du CD19 à la surface des cellules B au cours 

d’un traitement par Rituximab. 

 

 

Figure 27 : Perte d'expression du CD19 sous Rituximab, Jones et al.(128). 

PI = Iodure de propidium : marqueur de viabilité cellulaire / RXT = Rituximab. 
 
(A) Histogramme de cytométrie représentant l’expression de CD19 à la surface de cellules 
mononucléées (MNC) avec et sans Rituximab, montrant la baisse d’expression du CD19 en cas 
d’exposition au Rituximab ; (B) Expression relative d’ARNm CD19 et CD20 par les MNC non modifiée 
après ajout de Rituximab ; (C) La viabilité cellulaire mesurée à l’aide d’iodure de propidium (avec comme 
témoin positif un traitement par éthanol fortement positif au PI) n’est pas modifiée en présence de 
Rituximab. (D) La perte d’expression de CD19 en surface s’accompagne d’une augmentation de 
l’expression de CD19 en intracellulaire. L’ensemble de ces données soutiennent que la perte 
d’expression de CD19 sous Rituximab n’est pas due à la mort cellulaire. 

 
Dans notre expérience, des diminutions d’expression du CD19 ont également été 

observées sur des cellules de LLC au cours d’un traitement par ICT + Rituximab 

(Figure 28). Ces observations, si elles étaient vérifiées, pourraient limiter l’utilisation 

du CD19 comme Ac de gating dans la stratégie de réanalyse de la MRD-LLC en cas 

de traitement par Rituximab. La figure 28 illustre un exemple de diminution 

d’expression du CD19 observée sur des cellules de LLC après traitement par ICT + 

Rituximab. 
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Figure 28 : Modulation de l'expression du CD19 sous Rituximab (données du CH de 
Valenciennes). 

La population LLC résiduelle est colorisée en noire. Les lymphocytes B normaux sont colorisés en bleu.  
Sur l’histogramme de gauche, le patient n’a pas reçu de Rituximab (dilution de sang de LLC au 
diagnostic dans un échantillon de sang normal). Sur l’histogramme de droite, le patient a reçu un 
traitement par Rituximab, le profil d’expression du CD19 est diminué. 
 

Si Böttcher a montré qu’indépendamment du panel utilisé (avec ou sans CD20), les 

niveaux de sensibilité de MRD-LLC obtenus en cytométrie en flux étaient équivalents 

à ceux obtenus en biologie moléculaire (ASO-qPCR) (102), Sayala et al. étaient plus 

critiques sur ce point, déconseillant l’utilisation du CD20 en raison de l’effet du 

Rituximab sur l’expression phénotypique des cellules B normales (129). 

2.  Inhibiteurs du BTK  

Comme énoncé précédemment, les inhibiteurs de BTK comme l’Ibrutinib entrainent 

une redistribution des cellules tumorales situées dans les ganglions lymphatiques vers 

la circulation sanguine, à l’origine de résultats de MRD positives.  

L’étude de l’index de prolifération cellulaire, à l’aide de l’expression du marqueur Ki67, 

permet d’expliquer pourquoi la lymphocytose transitoire entrainée par l’Ibrutinib n’est 

pas pour autant associée à une prolifération des cellules de LLC (130). Il est observé 

qu’après deux semaines de traitement par Ibrutinib, l’expression du Ki67 par les 

cellules de LLC devient inférieure à 0.5% chez tous les patients, traduisant une forte 

diminution de la prolifération tumorale (Figure 29). 
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Le pic de lymphocytose périphérique observé une semaine après l’initiation du 

traitement se situe au moment où l’index de prolifération des cellules de LLC diminue. 

Or, les panels actuels de cytométrie en flux utilisés en routine n’évaluent pas l’index 

de prolifération cellulaire : l’interprétation tient compte uniquement de la présence de 

cellules de LLC circulantes qu’elles soient à l’état quiescent ou qu’elles prolifèrent. 

Dans ce contexte, le résultat de MRD mesuré en cytométrie en flux est non informatif : 

un résultat de MRD positive n’étant pas forcément associé à une prolifération tumorale, 

comme en témoignent les courbes de survie. 

 

Figure 29 : Cinétique de l'expression du Ki67 par les cellules de LLC chez les patients traités 
par Ibrutinib, Rawstron, EHA 2018 (131). 

La figure 29-A illustre la lymphocytose B transitoire observée après l’instauration d’un traitement par 
Ibrutinib., avec une redistribution des cellules tumorales des ganglions lymphatiques vers la circulation 
sanguine.  
La figure 29-B représente l’indice de prolifération cellulaire par l’étude du Ki67. Après deux semaines 
de traitement par Ibrutinib, l’expression du Ki67 par les cellules de LLC devient inférieure à 0.5% chez 
tous les patients, traduisant une forte diminution de la prolifération tumorale. 

 

Néanmoins, de nombreuses combinaisons de thérapies ciblées associées aux 

chimiothérapies ou combinaisons chemo-free incluant l’Ibrutinib sont en cours d’étude 

actuellement. Dans ces études la MRD est utilisée comme critère intermédiaire à la 

survie.  

29-A 

29-B 
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Il est donc important de connaitre l’impact de ces thérapeutiques sur 

l’immunophénotype des cellules de LLC. Ainsi, à côté de la diminution de l’index de 

prolifération tumorale, il a été observé une modulation d’expression de plusieurs 

marqueurs associés à la prolifération : CD23, CD38, CD49d, IRF4 et CD5. La 

diminution d’expression du CD23 observée suit la même cinétique que l’arrêt du cycle 

cellulaire (Figure 30). 

 

 

Figure 30 : Profil d'expression relative du CD23 par les cellules de LLC au cours d'un 
traitement par Ibrutinib, Rawstron EHA 2018 (131). 

Ce diagramme illustre la diminution significative de l’expression du CD23 à une et deux semaines de 
traitement, diminution qui persiste et se stabilise dans les 6 mois qui suivent le traitement. 

 
À côté des marqueurs associés à la prolifération cellulaire, d’autres marqueurs utilisés 

dans la stratégie d’évaluation de la maladie résiduelle sont également impactés par 

une thérapeutique par Ibrutinib (Figures 31 et 32). Pour certains, l’impact semble 

modéré (diminution de l’index de fluorescence inférieure à 50%) : c’est le cas du CD5, 

CD19, CD43. Pour d’autres, comme le CD81 et le CD79b, elle semble non 

significative. Elle est en revanche importante pour d’autres anticorps utilisés dans la 

stratégie de gating comme le CD20 ou le CD22 (131). 

Le CD200, plus récemment intégré dans le panel MRD-LLC 8 couleurs proposé par le  

groupe FILO (132), est également impacté par ces thérapeutiques : ce point devra être 

considéré si le CD200 est inclus dans le panel. 

 



94 
 

Les figures 31 et 32 illustrent les différences d’index de fluorescence observées au 

cours d’un traitement par Ibrutinib pour ces différents marqueurs.  

 

Figure 31 : Profils d'expression relative du CD19 et du CD20 par les cellules de LLC au 
cours d'un traitement par Ibrutinib, données de l'essai IcICLLe, Rawstron EHA 2018 (131). 

Les figures A et B illustrent la diminution modérée de l’expression du CD19 et la diminution forte de 
l’expression du CD20. 

 

Figure 32 : Profil d'expression du CD200 par les cellules de LLC au cours d'un traitement par 
Ibrutinib, Rawstron EHA 2018. (131). 

Illustration de la diminution de l’expression du CD200 à 1 mois et 6 mois de traitement par Ibrutinib, par 
rapport au niveau de base avant traitement. 

 

Ces modulations d’expression sous Ibrutinib devront donc être considérées lors de la 

réanalyse des données afin d’adapter la stratégie de fenêtrage et ne pas fausser le 

calcul de la MRD.  

A B 
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3. Inhibiteur de BCL-2   

La modulation d’expression à la surface des cellules de LLC des différents marqueurs 

étudiés en CMF n’a été que très peu étudiée chez les patients traités par inhibiteurs 

de BCL2. En 2018, Rawstron a néanmoins décrit une diminution, par les cellules de 

LLC, de l’expression du CD19 et de l’HLA-DR pouvant être associée à un traitement 

par Vénétoclax. Le profil d’expression des autres marqueurs étudiés (CD5, CD81, 

ROR1, CD20, CD79b et CD43) semble peu impacté par le traitement par Vénétoclax, 

ces marqueurs restant discriminants pour séparer les différentes populations 

cellulaires (131). 

 

Figure 33 : Expression de différents marqueurs de surfaces de la LLC sous Vénétoclax,                        
Rawstron EHA 2018. (131) 

Ces histogrammes obtenus en cytométrie en flux illustrent l’expression de différents marqueurs utilisés 
dans l’analyse de la maladie résiduelle au cours d’un traitement par Vénétoclax.  Sont représentées les 
expressions des marqueurs CD5, CD19, CD81, ROR1, CD20, CD79b et CD43 à la surface des 
lymphocytes T CD5+ CD19- (population en rose), des lymphocytes B normaux (en vert) et des cellules 
de LLC (en rouge). L’histogramme (A) illustre la diminution d’expression du CD19 par la population LLC 
par rapport à la population B normale. 

Il convient donc de rester prudent dans la stratégie de fenêtrage des différentes 

populations cellulaires en CMF chez les patients traités par Vénétoclax. 
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4.  Reconstitution lymphocytaire après thérapeutique agressive  

Le CD5 est un marqueur très important pour l’identification des cellules de LLC au 

diagnostic et au moment du suivi. En effet, si les cellules de LLC coexpriment très 

majoritairement le CD5 et le CD19, le pourcentage de cellules B normales exprimant 

le CD5 est classiquement inférieur à 30% en situation physiologique (133). En 

revanche, dans certaines situations réactionnelles après thérapeutique intensive, le 

niveau d’expression du CD5 à la surface des cellules B normales peut atteindre des 

taux supérieurs à 90% (134). De façon semblable, une surexpression de l’expression 

du CD43 a également été observée dans ce contexte. La figure 31 illustre les variations 

d’expression du CD5 à la surface des cellules B après thérapie myéloablative. 

 

Figure 34 : Pourcentage de cellules B CD19+ exprimant le CD5 après thérapeutique 
agressive, Bomberger et al (134). 

Durant les premières semaines suivant une thérapeutique agressive, le nombre de cellules B 
« normales » exprimant le CD5 augmente de manière significative, pouvant fausser l’identification 
d’éventuelles cellules de LLC résiduelles. 
 

Parallèlement, à un stade précoce après traitement, des déséquilibres d’expression 

des chaines légères κ et λ peuvent être observés à la surface des cellules B. En effet, 

en raison de la profonde lymphopénie B, la présence d’une population B réactionnelle 

oligoclonale en faible proportion peut présenter un impact majeur sur le ratio κ/λ des 

Ig de surface. 
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Ainsi, une stratégie de dépistage rapide de MRD couplant l’étude de la coexpression 

du CD5/CD19 à l’expression des chaines légères kappa et lambda semble inapplicable 

dans ce contexte. Seule une stratégie complète d’évaluation de la MRD en cytométrie 

en flux permettra de s’affranchir de résultats faussement positifs au seuil de 10-4. En 

effet, l’expression des marqueurs B (CD22, CD79b) et l’expression du CD81 semblent 

stables sur les cellules B bénignes de régénération après traitement (119) ; l’utilisation 

d’un panel MRD complet 8-10 couleurs devrait ainsi permettre dans ce cas une 

identification fiable des cellules de LLC résiduelles. 

5.  Perspectives : traitement par CAR-T cells et autres 

immunothérapies  

Les essais cliniques utilisant des CAR-T cells vont compliquer l’interprétation des 

données de MRD en cytométrie en flux. En effet, la majorité des CAR-T cells utilisées 

dans la LLC ciblent le CD19, antigène de surface utilisé dans la stratégie 

d’identification initiale des cellules de LLC en CMF.  

Encore peu utilisées dans la LLC, les CAR-T cells anti-CD19 ont montré de bons 

résultats dans d’autres SLP-B comme les lymphomes diffus à grandes cellules 

(DLBCL). Leurs impacts éventuels sur les données de CMF ont ainsi pu être étudiés 

dans certaines études. En particulier, dans l’essai ZUMA-1 réalisé chez des patients 

atteints de DLBCL, une perte d’expression du CD19 a été observée chez environ 40% 

des patients en rechute après traitement par CAR-T cells anti-CD19 (73).  Un effet 

similaire pourrait être observé chez des patients atteints de LLC traités par CAR-T cells 

anti-CD19. La question de l’utilisation du CD19 comme marqueur d’identification 

initiale dans la MRD-LLC devra se poser, à l’instar du CD38 pour les patients sous 

Daratumumab dans le myélome multiple. 
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De nouvelles cibles sont également à l’étude pour les CAR-T cells : anti-ROR1, anti-

CD23, anti-Kappa, anti-Lambda, qui seront d’autant d’éléments à prendre en compte 

lors de l’étude de la MRD par CMF (75). 

Enfin, l’utilisation de la MRD-LLC en CMF dans différents essais évaluant l’ajout de 

l’Ibrutinib aux thérapies par CAR-T cells devrait compliquer davantage l’interprétation 

des données de cytométrie (79,135). Le travail de réanalyse nécessitera de tenir 

compte à la fois de l’effet de l’Ibrutinib et de l’effet des CAR-T cells sur les marqueurs 

utilisés en cytométrie.  

À côté des CAR-T cells, le développement d’autres Ac monoclonaux (anti-CD19, anti-

CD23, anti-CD22, anti-CD79b) ou Ac bispécifiques (anti-CD3 et anti-CD19) pourrait 

également bouleverser les pratiques du cytométriste dans l’analyse de la MRD.  

Parmi eux, le Tafasitamab est un anticorps monoclonal dirigé contre le CD19 en cours 

d’essai chez des patients LLC réfractaires ou en rechute (136). De la même manière 

que ce qui a été observé pour le CD20 avec le Rituximab, il entraine une perte 

d’expression du CD19, rendant impossible le suivi de la MRD LLC en cas de stratégie 

d’identification initiale ciblant uniquement ce marqueur (Figure 35). 
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Figure 35 : Évaluation de l'expression du CD19 au cours d'un traitement par Tafasitamab, 
Boxhammer et al. (137). 

Sur cette figure le taux de lymphocytes B CD24+ (bleu clair) est mesuré après initiation d’un traitement 
par Tafasitamab. Dès l’instauration du traitement, on retrouve une lymphopénie B significative 
représentée par la décroissance de la courbe bleu clair.  

La décroissance plus marquée de la courbe rouge, représentant les lymphocytes B comarqués CD19+ 
CD24+ traduit la perte d’expression du CD19 à la surface des lymphocytes B résiduels, induite par le 
Tafasitamab. 

Au-delà de 3 mois de traitement, lorsque la concentration sérique de Tafasitamab diminue en deçà de 
7 µg/ml, le CD19 est de nouveau normalement exprimé à la surface des cellules B. 
 

Compte tenu du nombre impressionnant d’anticorps monoclonaux actuellement en 

développement, (plus de 800 dont 88 en phase 3) nul doute que l’immunothérapie 

devrait continuer à prendre une place importante en clinique et dans la LLC en 

particulier (50).  

Dans le cadre du suivi de la maladie résiduelle en cytométrie en flux, le biologiste devra 

ainsi adapter ses pratiques et sa stratégie de réanalyse pour s’affranchir au mieux de 

l’interférence de ces thérapeutiques sur les données de CMF. 
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IV- Axes d’optimisation de la MRD-LLC en 
cytométrie en flux 

 

Si les techniques de MRD-LLC ont largement évolué depuis plus de 15 ans, des 

améliorations restent nécessaires afin d’optimiser les performances des protocoles 

actuels, de standardiser les résultats inter-sites et de s’adapter aux contraintes 

engendrées par l’impact des thérapeutiques ciblées sur les données de cytométrie.  

1. Aspects préanalytiques 

La stabilité pré-analytique de la technique de MRD-LLC est relativement correcte avec 

un délai maximal recommandé de traitement des échantillons de 48h après le 

prélèvement. Néanmoins, si ce délai est facilement respecté lorsque le service clinique 

est situé sur le même site que le laboratoire de cytométrie, il s’avère parfois plus 

difficile à atteindre si le laboratoire traite les échantillons provenant de plusieurs sites 

parfois éloignés géographiquement. Au-delà de 48h la stabilité n’est pas assurée et 

une perte cellulaire peut être observée, touchant à la fois les cellules leucémiques de 

LLC et les autres éléments leucocytaires, avec potentiellement une diminution des 

performances de la technique. Il est ainsi important que les cliniciens aient 

connaissance des horaires du laboratoire de cytométrie (secteur spécialisé 

fonctionnant généralement du lundi au vendredi en période de jour) et en tiennent 

compte en évitant notamment les prélèvements acheminés tardivement les vendredis 

soir ou veilles de jour férié. Une optimisation du circuit de transport et de réception des 

tubes peut également être réalisée ainsi qu’une adaptation des horaires du secteur de 

cytométrie les vendredis ou veilles de jour férié 
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2. Protocole technique 

A. Standardisation du protocole 

En 2007, Rawstron et al ont proposé la mise en place d’un protocole standardisé 

incluant une étape de lyse macrovolume utilisant une lyse douce au Chlorure 

d’ammonium pendant 10 minutes, une centrifugation des leucocytes 5 minutes à 300g, 

deux lavages en solution de PBS (tampon phosphate salin) enrichi en sérum albumine 

bovine (SAB), une étape de marquage par un volume d’Ac préalablement titré d’une 

suspension cellulaire de 1.10 6 leucocytes pendant 20 minutes à 4°C à l’obscurité. 

Deux étapes de lavage sont ensuite requises avant remise en suspension (108). 

Il a ainsi pu être montré qu’en analysant le même échantillon, au même moment dans 

différents centres, les variations observées dans le traitement de l’échantillon 

n’ajoutaient pas de variations significatives supplémentaires à celles observées dans 

l’analyse des données. En pratique, même si les protocoles utilisés entre les 

laboratoires de cytométrie sont relativement proches, des variations peuvent persister, 

notamment dans le type de lyse utilisé, le volume d’anticorps choisi pour le marquage, 

les temps d’incubation et les protocoles de centrifugation. 

B. Adaptation du protocole et stratégies de marquage alternative 

Si une standardisation du protocole initial semble nécessaire, des adaptations peuvent 

s’avérer utiles pour tenter de s’affranchir de l’impact de certaines thérapeutiques et 

mieux interpréter les données de cytométrie. 

a) Étape de perméabilisation  

La perméabilisation des cellules est une étape nécessaire en cytométrie lorsque 

l’antigène étudié est présent au niveau intracellulaire et non exprimé à la surface des 

cellules. Cette étape permet aux anticorps utilisés pour le marquage de se fixer à 

l’antigène cible. 
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Concernant la LLC, l’étape de perméabilisation est rarement utilisée en routine. Elle 

peut être intéressante pour l’étude de l’expression de ZAP-70, marqueur à visé 

pronostique pouvant être exprimé au niveau intracytoplasmique dans les cellules de 

LLC (138). Mais la faible reproductibilité inter-laboratoires de l’expression 

intracellulaire de ZAP-70 a limité son utilisation en pratique courante.  

Cependant, l’étude intracellulaire de ces marqueurs pourrait constituer une piste 

intéressante en cas d’immunothérapie conduisant à une internalisation de certains 

marqueurs. En effet, une perte d’expression voire une disparition de certains 

marqueurs de surface primordiaux dans la stratégie de gating des analyses de MRD 

LLC tel que le CD19 ou le CD20 a pu être observée après traitement par Rituximab 

(123,128). Une étape de perméabilisation préalable permettrait ainsi de mieux cibler 

les populations d’intérêt. Ces stratégies pourraient justifier l’utilisation d’anticorps 

intracytoplasmiques se liant à un épitope cytoplasmique comme l’anticorps 

monoclonal L26 dirigé contre un épitope intracellulaire du CD20 (139). 

Ainsi, à l’heure du développement des immunothérapies (Ac monoclonaux, Ac 

bispécifiques, CAR-T cells ciblant des antigènes de surface), une étape de 

perméabilisation préalable permettrait peut-être de mieux cibler des antigènes 

masqués et/ou internalisés.  

Ces effets sont néanmoins à nuancer. En effet, si Jilani et al. ont montré qu’une 

internalisation du CD20 après traitement par Rituximab pouvait être observée chez 

certains patients atteints de LLC, beaucoup de cellules de LLC n’exprimaient pas le 

CD20 en intracytoplasmique. L’internalisation du CD20 n’explique donc que 

partiellement la perte d’expression du CD20 en surface (123). De plus, la 

perméabilisation de l’échantillon  nécessite une étape de pré-traitement 

supplémentaire et peut entrainer quelques difficultés pour l’analyse des données en 

CMF (dommages cellulaires, augmentation de l’autofluorescence des cellules, 
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marquages de sites non spécifiques, interférences avec d’autres antigènes de 

surface), compliquant l’analyse des données de MRD (140). 

b) Utilisation de nanocorps 

Les nanocorps sont des dérivés d’anticorps comprenant une unique chaîne lourde, 

présents naturellement chez les camélidés, et composés de fragments d’anticorps à 

domaine variable unique (VHH) qui exposent une longue région 3 (CDR3) 

déterminante pour la complémentarité de la liaison du paratope à l’antigène, 

permettant la reconnaissance d’épitopes cryptiques (141). 

Leur faible poids moléculaire leur offre une bien meilleure biodisponibilité. Cette 

technologie prometteuse pourrait ainsi résoudre en partie les problèmes des anticorps 

monoclonaux « classiques ».  

 

Figure 36 : Principe des anticorps à chaines lourdes de camélidés, Bannas et al (141). 

 

Si leur utilisation reste principalement à visée thérapeutique, comme le développement 

récent de nanocorps anti-CD19 dans les hémopathies B (142), une utilisation 

détournée en cytométrie en flux est possible. En effet, leur capacité à reconnaitre des 

épitopes masqués pourrait permettre de contourner le problème de « masquage » 

d’antigènes d’intérêt induit par certaines immunothérapies dirigées contre des 

marqueurs de surface comme le CD19 ou le CD20.  
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Comme précisé précédemment, certains marqueurs utilisés en cytométrie en flux dans 

la stratégie d’identification des cellules de LLC peuvent être masqués dans le cadre 

d’immunothérapies. Des interférences du même type ont été observées dans le suivi 

en cytométrie en flux des patients atteints de Myélome Multiple traités par 

Daratumumab, Ac monoclonal anti-CD38. Chez ces patients, une stratégie de 

marquage alternatif utilisant le Jk36, un nanocorps anti-CD38, permet une détection 

fiable du CD38 chez des patients traités par thérapeutique anti-CD38 (143). De la 

même manière, le développement de différentes thérapeutiques anti-CD19 (Ac 

monoclonal anti-CD19, Ac bispécifique, CAR-T cells) et leurs interférences sur les 

données de cytométrie en flux pourraient conduire à une utilisation de ces nanocorps 

pour l’identification des cellules de LLC en CMF. 

Ces stratégies restent néanmoins difficiles à mettre en place et ne permettent pas de 

s’affranchir complètement de l’interférence des immunothérapies sur les données de 

cytométrie. En effet, la perte d’expression de certains marqueurs résulte d’un 

mécanisme mixte impliquant un masquage de l’épitope par l’Ac monoclonal utilisé en 

thérapeutique, mais aussi d’une régulation négative de la synthèse de la protéine. La 

stratégie de gating initiale ne pourra donc pas reposer dans ce cas uniquement sur 

l’antigène ciblé par ces thérapeutiques.  

c) Evaluation de l’index de prolifération cellulaire 

L’utilisation combinée de la maladie résiduelle à l’évaluation de la prolifération des 

cellules de LLC pourrait permettre de mieux évaluer l’efficacité thérapeutique.  

Une estimation de l’index de prolifération cellulaire peut être réalisée en incorporant 

du bromodésoxyuridine (BrdU) ou du Ki67. 

Ki67 est un marqueur de la prolifération cellulaire bien connu depuis de nombreuses 

années. Son niveau d’expression varie en fonction du cycle cellulaire, il augmente 

dans le noyau lors des phases G1, S, G2 du cycle cellulaire et lors de la mitose et on 
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ne le retrouve pas en phase G0 chez les cellules quiescentes (144). Ki 67 est donc 

généralement largement surexprimé dans les cellules cancéreuses. 

Il peut être utilisé dans le domaine de l’hématologie afin d’évaluer la prolifération des 

cellules de LLC sous certaines thérapies. Ainsi, nous avons déjà vu précédemment 

que si la MRD était rarement indétectable chez les patients sous Ibrutinib, l’expression 

de Ki67 était faible voire presque nulle après plusieurs semaines de 

traitement, pouvant expliquer l’efficacité de l’Ibrutinib pour éradiquer les cellules de 

LLC en division et les durées de survie prolongée des patients (130). 

Inversement, pour le Vénétoclax,  s’il permet d’obtenir une MRD indétectable chez de 

nombreux patients grâce à son mode d’action pro apoptotique, il ne s’accompagne 

pas d’une diminution de l’expression du Ki67 dans les cellules de LLC (145). Ces 

observations peuvent justifier la nécessité d’associer ces différentes thérapies afin 

d’éradiquer les différentes sous populations de cellules de LLC. 

 

Figure 37 : Effet de l'Ibrutinib et du Vénétoclax sur la prolifération cellulaire dans la LLC,                             
Lu et al (145). 

DMSO = Diméthylsulfoxyde (groupe témoin) / Ibr = Ibrutinib / Ven = Vénétoclax 
L’étude de la prolifération cellulaire permet de mieux comprendre les mécanismes d’action des 
différentes thérapies. Après 7 jours de traitement, l’Ibrutinib induit une forte diminution de la prolifération 
cellulaire, contrairement au Vénétoclax. 

 
Si l’étude de l’index de prolifération est utile dans le domaine de la recherche afin de 

permettre de mieux comprendre les mécanismes d’action des différents traitements, 

son utilisation en routine pourrait apporter plus de précisions sur l’efficacité d’un 

traitement et aiderait à l’interprétation des données de MRD.  
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Cette approche reste cependant difficile à mettre en place en pratique : un grand 

nombre d’évènements étant nécessaire pour suivre la variation du pourcentage de 

prolifération de ces cellules. 

3. Panels 

A. Choix des marqueurs 

- Standardisation dans le choix des anticorps d’intérêt : 

Un travail d’harmonisation a été réalisé dans les pratiques européennes mais une 

récente étude de pratique au niveau national révèle encore de grandes disparités inter-

sites (16).  

Au niveau européen, en 2007 Rawstron et al. ont proposé un panel 4 couleurs 

standardisé (Figure 20, panel ERIC 5 tubes, 4 couleurs) présentant de très bonnes 

performances (Sensibilité de 98.8% et Spécificité de 91.1% au seuil de 10 -4) et une 

très faible variabilité inter-laboratoires (108). Ce panel présentait comme principal 

inconvénient de nécessiter plusieurs tubes, avec un temps d’acquisition plus long, un 

nombre d’évènements acquis parfois insuffisant dans chacun des tubes, ainsi qu’une 

consommation en réactifs plus élevée.  En 2013 le groupe ERIC (European Resarch 

Initiative on CLL) a émis des recommandations sur un protocole harmonisé de 

cytométrie en flux multiparamétrique 6 couleurs efficace au seuil de 10-4 (Figure 20, 

panel 2 tubes, 6 couleurs) afin de limiter le coût, réduire la quantité d’échantillon 

nécessaire, ainsi que le temps d’acquisition et de réanalyse : protocole largement 

implémenté dans les différents centres et constamment optimisé avec la généralisation 

des cytomètres de très haute résolution (133). Ce panel a néanmoins été validé 

uniquement dans le cadre de protocoles d’ICT, incluant un Ac monoclonal (Rituximab 

ou alemtuzumab) ou dans un contexte d’auto ou d’allo-greffe.  
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L’étude de la MRD avec ce protocole 6 couleurs n’a pas été évaluée dans le cadre des 

nouvelles thérapeutiques ciblées (Inhibiteurs de BTK ou Vénétoclax notamment). En 

2016, avec l’avènement des cytomètres 8-10 couleurs, ce même groupe ERIC 

proposait une combinaison de 6 anticorps recommandés dans un seul tube (CD19, 

CD20, CD5, CD43, CD79b et CD81) permettant d’atteindre une limite de détection  de 

10-5, panel applicable quelles que soient les spécificités réactifs/instruments et 

suffisamment flexible pour ajouter et valider de nouveaux marqueurs d’intérêt (111). 

L’utilisation d’un seul tube permet pour un même niveau de sensibilité et de spécificité 

d’améliorer la limite de détection de la technique en augmentant le nombre 

d’évènements acquis. L’ajout du CD22 au CD20 présent dans le panel semblait 

redondant et était sans impact sur la capacité de la technique à détecter les cellules 

de LLC  en cas d’expression typique de  marqueurs comme le CD5, CD79b, CD43 et 

CD81 (111). 

En 2018, les groupes de travaux européens ERIC et ESCCA (European Society for 

Clinical Cell Analysis), ont étudié les pratiques dans 150 laboratoires européens 

permettant d’établir une liste de 14 antigènes « requis » ou « recommandés » dans la 

démarche diagnostique de la LLC afin d’améliorer la reproductibilité inter-centres (20). 

À l’issue de ce travail, les marqueurs « requis » au diagnostic incluaient le CD19, le 

CD5, le CD20, le CD23, kappa et lambda, tandis que les marqueurs recommandés, 

dans le cadre notamment d’un diagnostic différentiel étaient le CD43, CD79b, CD81, 

CD200, CD10 et ROR1. Cependant ces antigènes n’ont pas tous été évalués dans le 

cadre d’études prospectives. Par ailleurs, ces recommandations s’appliquent pour le 

diagnostic de la LLC et n’ont pas été évaluées en suivi dans le cadre de la MRD. 

 



109 
 

Au niveau national, un groupe de travail MRD-LLC a été créé au sein de l’Association 

Française de Cytométrie. Certains protocoles 8-10 couleurs ont été proposés à 

l’échelle nationale (groupe FILO et journées pratiques de formation en cytométrie par 

l’association française de cytométrie : JPFC-AFC). En 2014, Letestu et al. proposait 

ainsi un panel 8 couleurs, 9 marqueurs (CD20, CD45, CD81, CD22+CD79b, CD5, 

CD19, CD200, CD43) permettant d’atteindre une limite de détection de l’ordre de 10-6 

équivalente aux techniques de biologie moléculaire. Néanmoins, une enquête 

nationale réalisée en 2019 sur la MRD-LLC et  l’étude des pratiques dans les centres 

de cytométrie en France, révèle que près de la moitié des centres français n’atteignent 

pas la limite de sensibilité requise de 0.01% définie par l’iwCLL (146). 

La majorité des centres français disposent actuellement de cytomètres 8-10 couleurs 

permettant de mettre en œuvre des techniques de MRD de très haute sensibilité. 

Actuellement, les différents centres utilisent généralement leurs propres panels 

« maison » et si les marqueurs ciblant le CD5, le CD19 et le CD20 sont presque 

toujours utilisés, le choix des autres marqueurs dépendra principalement des 

habitudes du laboratoire et de leur disponibilité/coût. Un travail de standardisation des 

panels semble nécessaire au niveau national.  La création du groupe MRD-LLC au 

sein de l’AFC devrait permettre la mise en œuvre, au sein des centres français, de 

techniques de MRD plus performantes, développées et validées par le groupe MRD-

LLC du FILO. 

- Ajout d’Anticorps d’exclusion :  

À côté des Ac d’intérêt permettant l’identification des cellules de LLC (CD19, CD20, 

CD5, CD43, CD79b, CD81…), les panels utilisés dans la MRD-LLC peuvent inclure 

des Ac dirigés contre des marqueurs d’exclusion. Ces Ac d’exclusion permettent de 

limiter la contamination cellulaire par d’autres populations leucocytaires comme les 

lymphocytes T : évènements identifiés dans la fenêtre CD19 mais fixant du CD3. 
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En effet, la contamination peut augmenter le bruit de fond et impacter sur la limite de 

détection de la technique. 

Si la contamination dans la MRD-LLC a été initialement décrite avec les cellules T (le 

CD5 utilisé dans le diagnostic étant un marqueur pan T), elle peut également être 

observée avec les monocytes, et de façon moindre avec les cellules NK. C’est ainsi 

que  certains panels utilisés dans les essais cliniques  (protocole RICAC-PMM /ICLL07 

GFAI) intègrent le CD3 et le CD14 afin de faciliter l’exclusion des lymphocytes T CD3+ 

et des monocytes CD14+ lors de l’analyse cytométrique (147,148). De façon 

alternative le CD56 peut être utilisé pour séparer les cellules NK (108). À noter que les 

polynucléaires basophiles riches en Fc ɣ récepteurs peuvent fixer de façon non 

spécifique des Ac de marquage et peuvent ainsi « contaminer » les fenêtres 

d’identification. Ces cellules sont classiquement CD123+ CD25+ et expriment les 

marqueurs myéloïdes CD13, CD33, CD11b. L’utilisation du CD33 comme marqueur 

d’exclusion permettrait de s’affranchir à la fois des monocytes CD33+ et des 

basophiles. 

Cependant, à côté de la contamination, le nombre d’évènements acquis détermine la 

limite de détection de la technique. Avec le développement  de techniques de MRD 

très sensibles (panels supérieurs à 6-8 couleurs), il a été montré que la limite de 

détection de la technique est déterminée essentiellement par le nombre d’éléments 

acquis : un nombre minimum de 500 000 évènements étant recommandé (108). En 

effet, pour atteindre une limite de sensibilité de 0.01%, et si la taille minimale de la 

population étudiée est de 50 éléments (seuil défini de quantification pour la MRD-LLC) 

une acquisition d’au moins 500 000 évènements sera nécessaire. Dans les essais 

réalisés (108,133), le niveau de contamination mesuré était inférieur à 0.01% indiquant 

que le facteur limitant était ici le nombre d’éléments acquis.  
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L’ajout de CD3 dans le panel ne parait donc pas indispensable si une acquisition sur 

500 000 évènements est réalisée, ce qui est généralement permis dans les stratégies 

actuelles utilisant un tube unique. L’utilisation de CD3 pourrait cependant s’avérer utile 

en cas de combinaisons ne contenant pas le CD81/CD43 dans le panel ou lorsque la 

limite de détection cible souhaitée se situe en dessous du seuil de 10-4 (111). 

- Place des autres marqueurs :   

En complément des marqueurs historiques « requis » pour l’identification des cellules 

de LLC, d’autres marqueurs peuvent présenter un intérêt en raison de leur spécificité 

et/ou leur stabilité sous traitement, permettant ainsi de contourner les problèmes 

d’immunomodulation induite par certaines thérapeutiques.  

 CD22 

Le CD20 est exprimé par les cellules B « normales » et les cellules de LLC, mais 

l’expression du CD20 par les cellules de LLC est généralement plus faible, permettant 

une bonne séparation des cellules de LLC des cellules B normales (133). 

La problématique des immunothérapies par anti-CD20 dans le cadre de l’évaluation 

de la MRD par cytométrie en flux s’est donc rapidement posée. Dès 2006 Rawstron 

proposait un panel permettant de s’affranchir du CD20 chez les patients traités par 

Rituximab, en le remplaçant par le CD22, autre marqueur B dont l’expression ou 

l’accessibilité de l’anticorps n’est pas modifiée par les anti-CD20 (127). L’utilisation 

d’un panel adapté 4 couleurs combinant le CD22 au CD81, associés au CD5/CD19 

par rapport au panel initial CD19/CD5/CD79b/CD20 permet ainsi une bonne 

séparation des cellules de LLC par rapport aux  lymphocytes B matures et aux 

progéniteurs B (Figure 38), avec un niveau de sensibilité équivalent pour l’identification 

des cellules de LLC résiduelles, au seuil de 10-4 (127). 
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Figure 38 : Analyse de la combinaison CD81/CD22/CD19/CD5 pour la séparation des 
cellules de LLC des progéniteurs et lymphocytes B matures, Rawstron et al (127). 

Sur ces histogrammes bi-paramétriques ciblés sur la population CD19+, sont représentées en rouge 
les cellules de LLC (CD22 faible CD81 faible CD5+) en bleu les lymphocytes B matures (CD22+ fort, 
CD81+, CD5 négatif ou faiblement positif) et en vert les progéniteurs B (CD22 faible, CD81 fort, CD5 
négatif). 
 

Cependant, l’expression du CD22, parfois franchement diminuée sur les cellules de 

LLC, a limité son utilisation comme marqueur de gating chez les patients traités par 

Rituximab. Il semble par ailleurs que l’utilisation du CD20 dans la stratégie de 

séparation des cellules de LLC n’affecte pas ou peu la sensibilité de la technique, y 

compris chez les patients traités par immunothérapie anti-CD20. En 2009 Böttcher 

avait ainsi montré que l’utilisation de panels incluant le CD20 chez des patients traités 

par ICT couplée au Rituximab permettait d’obtenir des résultats de MRD-LLC par RQ-

PCR et en CMF sensiblement comparables à l’utilisation de panels sans CD20 (102). 

 CD40 

Le CD40 est un autre marqueur exprimé modérément par les lymphocytes B matures 

et par les cellules de LLC, et absent des autres sous-populations lymphoïdes (149). Il 

peut donc constituer une cible intéressante comme antigène de gating pour la 

constitution d’un panel MRD-LLC chez des patients traités par Rituximab ou par 

Ibrutinib, pour qui l’expression du CD19 à la surface des cellules de LLC est diminuée 
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sous traitement. Récemment, Goshaw a ainsi validé l’utilisation d’un anti-CD40 comme 

marqueur de gating, en remplacement des anti-CD19 et anti-CD20, pour la détection 

des cellules de LLC (150). 

 CD24   

Le CD24 est un autre antigène pouvant être utilisé pour l’identification des cellules B. 

Il présente l’inconvénient d’être également exprimé par les polynucléaires neutrophiles 

et les précurseurs myéloïdes. Ce manque de spécificité vis-à-vis des cellules B ne le 

positionne pas comme  candidat privilégié  pour la stratégie de gating, il a néanmoins 

déjà été étudié comme remplaçant potentiel au CD19 en cas d’évaluation de la MRD 

sous thérapie anti-CD19 (151). 

 ROR1 

Le récepteur tyrosine kinase-like « orphan receptor-1 » (ROR1) est une glycoprotéine 

membranaire de surface exprimée durant l’embryogénèse jouant un rôle dans la 

prolifération, la migration et la survie cellulaire (152).  Chez l’adulte il est exprimé par 

les hématogones et les cellules de LLC (mais également par les cellules leucémiques 

de nombreux SLP-B).  

Ces propriétés ont fait de ROR1 une cible thérapeutique intéressante dans la LLC : le 

Cirmtuzumab, anticorps monoclonal anti ROR1, permet d’inhiber la voie de 

signalisation ROR1 et d’interrompre le processus d’activation des cellules 

leucémiques. Cet anticorps est actuellement en phase d’essai (153). 

Mais son intérêt principal reste en cytométrie en flux où son utilisation comme 

marqueur positif des cellules de LLC ne cesse d’augmenter dans le diagnostic et lors 

du suivi de la MRD (154,155).  
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Figure 39 : Expression de ROR1 dans le sang par les cellules de LLC et les différentes 
cellules hématopoïétiques, Uhrmacher et al (156). 

ROR1 est fortement exprimé par les cellules de LLC et est classiquement absent des autres populations 
leucocytaires matures circulantes, ce qui en fait un bon marqueur pour l’évaluation de la MRD LLC sur 
sang. 
 

Contrairement au CD200, son expression n’est à priori pas modifiée en cas de 

traitement par ICT ni par l’Ibrutinib (131,155) ce qui pourrait favoriser son utilisation 

avec l’utilisation croissante des thérapies ciblées (Figure 40).  

 

Figure 40 : Profil d'expression relative de ROR1 par les cellules de LLC au cours d'un 
traitement par Ibrutinib, Rawstron EHA 2018 (131). 

Ce diagramme illustre la stabilité de l’expression de ROR1 à la surface des cellules de LLC à 1 mois et 
6 mois de traitement par Ibrutinib.  

 
En revanche, l’expression de ROR1 par les hématogones devra être prise en compte 

dans la MRD-LLC sur moelle osseuse (157). 
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Figure 41 : Expression de ROR1 à la surface des hématogones (données du CH de 
Valenciennes). 
 
Les hématogones sont CD45 intermédiaire (histogramme CD45/SS) et CD19+. (Histogramme 
CD19/SS). 
 

Les essais réalisés localement, au CH de Valenciennes, sur des moelles de 

régénération riches en hématogones n’ont cependant pas montré de contamination 

des précurseurs B exprimant ROR1 sur les données de MRD-LLC. En effet, l’absence 

d’expression du CD5 et l’expression forte du CD81 à la surface des hématogones 

permettent de les discriminer facilement des cellules de LLC.  
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 CD160 

Le CD160, ou « NK-cell-activating receptor » est un marqueur « d’épuisement » 

cellulaire T. Il est exprimé de manière aberrante par les cellules de LLC et dans 

d’autres hémopathies B malignes, mais n’est pas exprimé par les lymphocytes B 

normaux. Il est donc un bon marqueur pour le diagnostic et le suivi de la maladie dans 

la LLC, raison pour laquelle son utilisation a été validée dans l’évaluation de la maladie 

résiduelle (158). Il pourrait être impliqué dans la physiopathologie de la LLC en activant 

la voie de signalisation de la PI3k (159). 

 

Figure 42 : Survie sans progression selon le statut clinique et de la MRD incluant le CD160,                   
Farren et al (158). 

CR = Rémission complète / PR = Rémission partielle 
Les patients en rémission clinique après une première ligne d’ICT ont une survie différente selon le 
statut de la MRD incluant le marqueur CD160. Une MRD positive est associée à un pronostic plus 
péjoratif y compris en cas de rémission clinique. 

 
L’utilisation du CD160 est néanmoins limitée dans la pratique quotidienne par sa 

relative labilité, on note en effet une altération significative de l’expression du CD160 

par les cellules leucémiques au-delà de 48h (160). À ce jour, du fait de son usage 

encore récent en cytométrie, les modulations d’expression du CD160 au cours des 

différentes thérapies dans la LLC n’ont pas encore été étudiées. 
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 HLA-DR 

HLA-DR est fortement exprimé à la fois à la surface des lymphocytes B normaux et 

des cellules de LLC. Son expression est par ailleurs stable sous Ibrutinib (131). Ces 

caractéristiques le placent comme candidat intéressant pour cibler les cellules de LLC 

en cas de traitement par thérapie ciblée, notamment lorsque l’expression des autres 

marqueurs pourrait être impactée. 

Une stratégie de gating utilisant le CD19 couplé à ROR1 et HLA-DR pourrait s’avérer 

utile : peu de modulations phénotypiques ayant été rapportées avec ROR1 et HLA-DR 

chez les patients LLC traités par ces thérapeutiques. 

 

Figure 43 : Expression de HLA-DR à la surface des cellules de LLC après traitement ciblant 
le BCR, d'après Rawstron (131). 

L’expression d’HLA-DR à la surface des cellules de LLC reste stable sous inhibiteur de BCR. 

Avec le développement des cytomètres de très haute résolution, la stratégie de gating 

initiale ne devra probablement pas se limiter à l’utilisation d’un seul anticorps dirigé 

contre le CD19 mais pourrait coupler plusieurs anticorps (exemple : CD19, ROR1, 

HLA-DR) afin de contourner les problèmes d’immunomodulation induits par les 

nouvelles thérapeutiques et éviter les résultats faussement négatifs. 
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- Couplage d’Anticorps par un même fluorochrome : 

Le couplage d’anticorps marqués par un même fluorochrome permet d’augmenter le 

nombre de marqueurs étudiés en cytométrie en flux sur un même tube.  Un cytomètre 

8 couleurs peut ainsi étudier simultanément 9 marqueurs si 2 marqueurs sont couplés 

au même fluorochrome. Cela peut constituer une stratégie intéressante pour 

augmenter le nombre de marqueurs étudiés simultanément sur un même tube et 

gagner en sensibilité. 

Le couplage du CD160 avec ROR1 a été étudié, il permettrait de s’affranchir des 

défauts de ROR1, à savoir son expression par les hématogones dans la moelle, et des 

limites du CD160 précédemment discutées. La combinaison de ces deux marqueurs 

tumoraux spécifiques, du fait de leur très bonne sensibilité et spécificité, pourrait être 

utile à l’avenir dans l’évaluation de l’efficacité des nouvelles thérapies ciblées et 

thérapies innovantes dans la LLC comme les anticorps bispécifiques et les CAR-T 

cells (161). 

Un couplage de deux anticorps ciblant une même population cellulaire permet 

potentiellement de mieux discriminer les populations cellulaires. Le fait de cibler une 

même population (cellules LLC par exemple) par deux anticorps permet de modifier le 

ratio de fluorescence de cette population par rapport à une autre population cellulaire 

(Lymphocytes T ou Lymphocytes B normaux) et gagner en capacité de différenciation 

cellulaire.   

Dans la stratégie de recherche de la MRD LLC, Letestu a proposé un couplage 

d’anticorps anti CD79b et CD22 afin de gagner en pouvoir discriminant entre les 

cellules B, les cellules T et les cellules de LLC :  le ratio d’intensité de fluorescence 

obtenu entre les différentes sous populations permet de mieux séparer les populations 

(115).  
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La figure 44 illustre la stratégie d’identification couplant le CD22 et le CD79b proposée 

par Letestu. 

 
  CD5       CD5          CD5 

 
Figure 44 : Utilisation du CD22 couplé au CD79b dans la stratégie d'identification des 

cellules résiduelles de LLC, Letestu (JFPC-AFC 2018) (115). 

En rouge, les cellules B normales expriment fortement le CD22 et le CD79b, en bleu les lymphocytes T 
expriment le CD5 et n’exprimant pas le CD22 et le CD79b. En noir la population LLC exprime faiblement 
le CD22 et le CD79b. Utilisés séparément le CD79b ne permet pas de bien discriminer les cellules de 
LLC des lymphocytes T, et le CD22 ne permet pas de bien séparer les cellules de LLC des lymphocytes 
B normaux. L’utilisation d’anticorps couplés au même fluorochrome permet d’être plus discriminant. 

 

Un couplage d’anticorps marqués par le même fluorochrome peut être réalisé pour 

des anticorps dirigés contre des marqueurs antithétiques, ne pouvant coexister sur 

une même population cellulaire à l’état normal. C’est le cas par exemple d’un marqueur 

T (le CD3), couplé à un marqueur B (le CD19). Ces deux marqueurs ne peuvent pas 

être coexprimés sur une même population cellulaire. L’utilisation d’histogrammes bi-

paramétriques permettra de séparer les différentes populations cellulaires et d’étudier 

ces marqueurs de façon indépendante.  

Si l’intérêt de cette technique de couplage d’anticorps réside dans l’augmentation du 

nombre de marqueurs étudiés dans un même tube, les principaux inconvénients 

relevés sont la multiplication des coûts engendrés par l’augmentation du nombre 

d’anticorps utilisés, la nécessité de trouver des anticorps compatibles sur un même 

fluorochrome mais également la complexité d’analyse engendrée par la multiplication 

du nombre de marqueurs à interpréter. 
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- Le choix d’un panel complet est-il toujours nécessaire ?  

Si une stratégie utilisant des panels 6-10 couleurs est actuellement recommandée, 

cette approche implique des données plus complexes à analyser. L’augmentation du 

nombre d’anticorps étudiés peut induire également une augmentation des coûts qui 

n’est pas systématiquement justifiée pour des échantillons présentant des taux élevés 

de MRD. Une stratégie utilisable en routine pourrait consister à disposer d’un panel 

d’identification rapide incluant le CD5/CD19, kappa et lambda et un panel 

d’identification complet uniquement en cas de résultat négatif sur le premier panel.  

En effet, Rawstron et al. ont ainsi montré que l’utilisation d’un panel 

CD19/CD5/kappa/lambda présentait une mauvaise valeur prédictive négative (ne 

permet pas d’exclure une MRD positive en cas de résultat négatif), mais présente en 

revanche une excellente valeur prédictive positive pour des seuils bien définis 

(expression du CD5 par plus de 82% des cellules CD19+) (133). Cette stratégie reste 

discutable en pratique : un seuil de 82% semble  non applicable en post transplantation 

où un taux très élevé de cellules B réactionnelles CD19+ CD5+ peut-être observé 

(134). De plus, l’utilisation d’un panel restreint CD19/CD5/K/L permet de rendre 

uniquement un résultat qualitatif, à l’instar du panel complet qui permet d’obtenir un 

résultat quantitatif grâce à des techniques plus sensibles. L’utilisation de la MRD dans 

les essais cliniques dans le but de comparer l’efficacité de différents protocoles 

thérapeutiques nécessite de disposer de techniques quantitatives.  

Au total, les recommandations actuelles tendent à privilégier une technique 

quantitative obtenue à partir d’un panel multi-couleurs de minimum 6-8 couleurs (1). 

Une démarche d’harmonisation avec une révision des panels utilisés en cytométrie 

serait aujourd’hui nécessaire dans le suivi de la MRD-LLC afin d’obtenir des résultats 

inter-laboratoires plus reproductibles 
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 Choix d’un panel adapté au site du prélèvement 

La réalisation d’une MRD sur moelle nécessite la séparation des cellules de LLC des 

cellules B normales matures comme cela est réalisé dans le sang, mais nécessite en 

plus la discrimination des précurseurs B normaux (hématogones) ou cellules 

plasmocytaires et autres éléments médullaires présentant un profil phénotypique 

distinct. Ces particularités peuvent justifier l’utilisation d’Ac différents selon le site de 

prélèvement afin de limiter le bruit de fond ou augmenter la sensibilité de la technique. 

Néanmoins, le protocole standardisé proposé par l’ERIC en 2013 a pu être validé quel 

que soit le site de prélèvement (sang, moelle, ganglions lymphatiques) (133). 

Par ailleurs, les hématogones et cellules plasmocytaires retrouvés dans la moelle 

peuvent être facilement séparés des cellules de LLC grâce notamment à l’utilisation 

du CD5 et du CD81. 

Il semble donc qu’une adaptation du panel ne soit pas nécessaire, le point de vigilance 

se situant sans doute plus dans la stratégie de réanalyse. 

 

 Cas particulier des LLC de phénotype atypique 

Le panel proposé par le groupe ERIC serait applicable dans plus de 95% des cas de 

LLC typiques et ne justifie pas de pré-traitement de l’échantillon (111). En cas de 

phénotype atypique observé au diagnostic (exemple des rares cas de LLC CD5 

négatif), l’applicabilité de l’évaluation de la MRD devra être évaluée avant traitement. 

 Le tableau 9 présente les différents phénotypes observés dans la LLC et les 

implications potentielles pour le diagnostic différentiel et le suivi de la maladie.  
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Tableau 9 : LLC "atypiques", implications pour le diagnostic différentiel et le suivi de la 
maladie, Rawstron (20). 

 
Phénotype observé 

 
Pourcentage total des 

syndromes 
lymphoprolifératifs 

 

 
Commentaires 

 
LLC « typique » : CD5+ 
CD23+  
IgS faible, CD20 dim, CD81 
dim, CD200+ ROR1+ CD43+ 

 

65% 

 

Suivi en MRD-CMF possible  

 

CD5+ CD23+  
≥ 1 autre marqueur 
« atypique » 

 

20% 

 

 

 

Suivi en MRD-CMF à évaluer 
avant traitement 
 CD5+ CD23-  

15% 

 
Le tableau 9 illustre les différents phénotypes possibles de LLC pour lesquels se posera la question du 
diagnostic différentiel avec les autres syndromes lymphàprolifératifs B au diagnostic (lymphome du 
manteau, lymphome de la zone marginale notamment) et la possibilité d’un suivi en cytométrie en flux. 

 

 Choix des réactifs 

Dans le cadre d’une étude multicentrique évaluant le panel 6 couleurs standardisé du 

groupe ERIC, des valeurs cibles d’intensité de fluorescence relative ont été 

déterminées pour les principaux marqueurs utilisés dans la MRD-LLC.  

Les ratios de fluorescence sont déterminés pour chaque marqueur en divisant la MFI 

obtenue sur une population témoin positive par la MFI obtenue sur une population 

témoin négative. Les valeurs cibles minimales ont été déterminées afin de séparer de 

façon optimale les cellules de LLC des autres populations cellulaires (111). Les 

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 10. 
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Tableau 10 : Valeurs cibles des principaux marqueurs utilisés dans la MRD-LLC,                                                
Rawstron (111). 

 
 

Antigène 
 

Expression 
typique dans la 

LLC 

 
  Population contrôle                       

 
Intensité de 
fluorescence 

relative minimum 
(recommandé) 

 

Positive Négative 

 
CD5 

 
positive (> 20%) 

 
cellules T CD3+ 

 
cellules B CD19+ 

 
>30 (>65) 

CD20 faible cellules B CD19+ cellules T CD3+ >10 (>20) 

CD43 positive (> 20%) cellules T CD3+ cellules B CD20+ >15 (>40) 

CD79b faible cellules B CD20+ cellules T CD3+ >15 (>30) 
CD81 faible cellules T CD3+ Granulocytes >12 (>20) 

 

 
En cas de LLC « typique », un marqueur « positif » indique le pourcentage de cellules positives par 
comparaison avec la population contrôle et une expression « faible » indique au moins 20% de 
diminution de fluorescence relative de la médiane de fluorescence observée par rapport à la population 
B polyclonale utilisant le même anticorps. L’intensité de fluorescence relative minimum devrait permettre 
une séparation des cellules de LLC par rapport aux cellules B normales dans > 95% des cas avec une 
intensité de fluorescence recommandée permettant une séparation optimale dans > 99% des cas. 

Un réactif présentant un index de fluorescence relatif inférieur à la cible définie par 

l’ERIC ne permet pas une séparation correcte des populations négatives et positives. 

Il convient donc à chaque laboratoire de déterminer pour chaque anticorps si l’index 

de fluorescence obtenu par rapport à la population témoin est supérieur aux cibles 

recommandées. Le cas échéant, les réactifs ne semblent pas assez discriminants pour 

bien séparer les cellules de LLC des lymphocytes B normaux ou autres populations 

cellulaires. 

Le choix du fluorochrome est également très important dans l’élaboration d’un panel. 

Il tiendra compte notamment de son spectre d’excitation et d’émission et des 

possibilités de chevauchement d’émission de fluorescence (« fuites » de fluorescence) 

avec les fluorochromes voisins.  

La stabilité des fluorochromes est également essentielle, une vigilance accrue devra 

être apportée aux fluorochromes en tandem comme APC-Cy7 et PE-Cy7 qui peuvent 

se dégrader et émettre aux longueurs d’ondes des autres détecteurs (APC et PE). 
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Malgré un réglage correct des compensations, des phénomènes de distorsion de 

signal (ou effet « bubble ») peuvent être observés en cytométrie multiparamétrique, se 

caractérisant par un étalement du signal en « trompette ». Cet effet de distorsion de 

signal peut être à l’origine d’un chevauchement des populations négatives avec les 

populations positives. 

Ce phénomène de distorsion de signal s’observe plus avec certains fluorochromes et 

devra être pris en compte lors de l’élaboration du panel, en particulier pour qu’elles 

n’interfèrent pas dans le signal des antigènes de gating (CD19 en particulier). La figure 

45 illustre ce phénomène de distorsion de signal. 

 

Figure 45 : Images de distorsion du signal observé avec différents fluorochromes,                                    
Rawstron EHA 2018 (131) . 

Ces histogrammes bi-paramétriques illustrent les images de distorsion de signal pouvant être observées 
avec certains réactifs.  A : chevauchement du signal de Per-Cy5_5 dans le canal PE-Cy7 correspondant 
à l’antigène CD19. B : chevauchement du signal PC5-5 dans le canal PE-Cy7. C : Absence de distorsion 
de signal avec le réactif CD19-BB700, permettant une bonne séparation des populations CD19 positives 
et CD19 négatives. 

4. Nombre d’évènements acquis  

Une acquisition sur 500 000 évènements est recommandée par l’iwCLL pour 

l’évaluation d’une MRD-LLC avec une sensibilité de l’ordre de 10-4. Pour atteindre des 

niveaux de sensibilité de l’ordre de 10-5 comme obtenus en biologie moléculaire, une 

acquisition sur au moins 2 x 106 évènements est nécessaire. 

Ce qui représente en pratique au moins 3 x 106 leucocytes à traiter avant marquage, 

ce qui est plus difficile à obtenir en pratique. 

A B C 
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5. Stratégie de réanalyse et rendu de résultats 

 Standardisation de la stratégie de réanalyse 

Pour une technique aussi précise que l’évaluation de la MRD, la variabilité analytique 

de l'analyse manuelle tend à être le principal facteur d'imprécision dans la 

quantification de la population et constitue un obstacle à la normalisation des tests, 

même lorsque les panels d'antigènes sont par ailleurs harmonisés ou normalisés.  

Outre la vérification des compensations et le nettoyage de l’acquisition avec 

l’élimination des artéfacts d’acquisition, les débris et les doublets, le fenêtrage des 

différentes populations d’intérêt revêt une importance particulière. 

Dans le cadre du groupe MRD-LLC de l’AFC, le Docteur Rémi Letestu a proposé des 

aides au fenêtrage du panel MRD-LLC en proposant des seuils de positionnement des 

fenêtres par rapport aux populations lymphocytaires T et B normales, afin de limiter la 

subjectivité opérateur au moment de la réanalyse. 

La figure 46 illustre le choix de seuils de positionnement des fenêtres pour le fenêtrage 

des cellules de LLC. 

 

Figure 46 : Aide au positionnement des fenêtres pour le fenêtrage du panel MRD-LLC,                              
Letestu (115). 

Proposition de seuils de positionnement des fenêtres, par rapport aux populations lymphocytaires T et 
B normales, pour les marqueurs CD81, CD43, CD5, CD22+CD79b, CD20, CD200. 
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L’utilisation d’un masque de réanalyse standardisé et/ou de séances éducationnelles 

animées par des centres experts devrait également permettre de limiter le biais 

opérateur. Il semble également nécessaire que, comme pour d’autres hémopathies, 

des échanges inter-laboratoires puissent être mis en place avec la réalisation 

d’évaluations externes de qualité (EEQ), toujours inexistantes pour la MRD-LLC.     

À l’avenir, l’augmentation du nombre de marqueurs disponibles, l’utilisation de panels 

de 10-12 couleurs, voire plus, et l’impact des nouvelles thérapeutiques sur les données 

de CMF devraient encore complexifier la stratégie de réanalyse. L’apport de méthodes 

d’analyses automatisées peut s’avérer intéressant afin de s’affranchir du biais 

opérateur. 

  Stratégies d’analyses non supervisées 

L’utilisation de méthodes d’analyses automatiques permet de limiter la subjectivité liée 

à l’interprétation des données de cytométrie. Ces stratégies utilisent des logiciels 

d’analyse afin d’automatiser l’identification de cellules pathologiques et de s’affranchir 

de la subjectivité de l’opérateur dans la stratégie de fenêtrage et le choix des clusters 

à analyser. 

Plusieurs logiciels d’analyses de données automatiques ont été développés afin de 

pallier aux limites des méthodes manuelles d’analyse, notamment en cytométrie de 

masse, et permettre l’utilisation de plusieurs dizaines de marqueurs par cellules (162). 

Certains logiciels voient ainsi leurs champs d’utilisation s’étendre progressivement 

vers la cytométrie en flux multiparamétrique (163). 

L’utilisation de ces méthodes d’analyse automatique s’est développée ces dernières 

années pour l’identification au diagnostic et en suivi des populations d’intérêt. 
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Le consortium Euroflow a ainsi évalué la MRD-LLC par analyse en composantes 

principales (APC) pour standardiser et automatiser l’identification des cellules 

malignes (164). En 2019, Apete a évalué l’utilisation du logiciel flowSOM pour 

l’évaluation de la MRD-LLC par comparaison à l’approche conventionnelle. Si 

l’utilisation de méthodes automatiques ne semble pas améliorer la limite de détection 

ou la précision de la technique pour la quantification des cellules de LLC résiduelles, 

elle permet de s’affranchir de la subjectivité du cytométriste (165). 

Néanmoins, si ces méthodes automatiques permettent de limiter le biais opérateur au 

moment de la réanalyse, elles se heurtent aux mêmes difficultés que les techniques 

de CMF conventionnelles (impact notamment des thérapeutiques sur l’expression des 

marqueurs étudiés en cytométrie en flux sur les cellules normales et pathologiques, 

viabilité et prolifération cellulaire non évaluées par ces techniques). De plus, un 

traitement préanalytique des données est indispensable pour éviter de conduire à des 

non-sens biologiques que l’analyse supervisée pourra corriger. Les deux stratégies 

doivent donc être utilisées en parallèle pour éviter un maximum de résultats erronés. 
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V – Discussion  

La place de la MRD dans la LLC est un sujet d’actualité en pleine évolution. 

L’accessibilité des techniques de cytométrie en flux de haute résolution (8 à 10 

couleurs ou plus) largement disponibles dans les grands centres hospitaliers français 

et le bouleversement récent dans la prise en charge thérapeutique de la LLC, avec 

l’avènement des thérapies ciblées et autres thérapies innovantes, devraient étendre 

ses champs d’application dans les années à venir. 

Actuellement, l’étude de la MRD-LLC en tant qu’analyse biologique reste indiquée 

uniquement dans le cadre d’essais cliniques : elle peut être considérée comme un 

critère de jugement intermédiaire dans les essais contrôlés et randomisés étudiant 

l’efficacité d’un traitement, mais les preuves restent insuffisantes pour se baser 

uniquement sur l’évaluation de la MRD dans le suivi du patient (166). L’étude de la 

MRD reste également fondamentale en situation d’allogreffe puisqu’elle est le reflet de 

l’efficacité ou non dans ce qui reste à l’heure actuelle le seul traitement potentiellement 

curatif de la LLC (167). 

Ce cadre d’application restreint est globalement le reflet des pratiques actuelles 

observées au Centre Hospitalier de Valenciennes : les demandes de MRD-LLC hors 

protocoles cliniques restent très limitées. Ces observations contrastent avec le souhait 

des cliniciens de pouvoir disposer en routine d’une technique d’évaluation de la MRD-

LLC quantitative. 

Le défaut d’harmonisation et de standardisation des différentes techniques d’analyse, 

à l’heure d’une démarche qualité omniprésente, ainsi que le manque d’essais cliniques 

prospectifs randomisés et multicentriques visant à étudier l’impact patient de la MRD 

limitent encore l’utilisation de la MRD-LLC en routine. Si les panels 4 couleurs 
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constituent le gold standard historique et ont fait l’objet d’un travail de standardisation, 

les panels 8-10 couleurs sont désormais disponibles et bénéficieraient d’être 

harmonisés entre les centres. Le développement de contrôles de qualité dédiés, 

associés à des séances éducationnelles, permettrait par ailleurs de vérifier les 

méthodes mises en place dans chaque site. 

À cela s’ajoute une nouvelle problématique posée par l’explosion des thérapies ciblées 

dans la prise en charge thérapeutique. Si elles ont révolutionné le pronostic d’un grand 

nombre de patients, elles offrent également de nouveaux défis dans l’analyse 

cytométrique.  

Si le modèle du Rituximab avec la perte d’expression en surface du CD20 et du CD19 

qu’il induit est bien connu, concernant les autres thérapies ciblées utilisées dans la 

LLC, comme les inhibiteurs du BCR ou de Bcl-2, leur impact sur les données de 

cytométrie n’est pas encore parfaitement documenté et il convient de rester prudent 

lors de l’analyse pour ne pas rendre des résultats erronés en lien avec d’éventuelles 

interférences (130). 

Le développement constant des immunothérapies avec l’arrivée de nouveaux Ac 

monoclonaux, Ac bispécifiques et CAR-T cells pourrait modifier, dans un avenir 

proche, les pratiques actuelles de la MRD-LLC en cytométrie. Si l’impact de ces 

thérapeutiques sur les données de MRD-LLC en cytométrie en flux est actuellement 

peu documenté, les essais réalisés dans d’autres hémopathies B (anti-CD22 dans la 

leucémie à tricholeucocytes ou Ac bispécifiques dans la leucémie aiguë 

lymphoblastique notamment) témoignent en pratique de leur interférence sur les 

marqueurs de cytométrie. Concernant  le suivi de la MRD-LLC après traitement par 

CAR-T cells anti-CD19, il a surtout été évalué par biologie moléculaire (séquençage 

des IGVH par NGS) (76,79,135). 
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Avec l’essor de l’immunothérapie et des thérapies ciblées dans le traitement de la LLC, 

l’interprétation des données de cytométrie devra ainsi tenir compte de ces 

interférences.  Heureusement, des solutions existent pour tenter de s’en affranchir au 

mieux. Elles peuvent consister à modifier la stratégie de gating, utiliser d’autres 

marqueurs d’intérêt moins impactés par ces thérapeutiques et/ou modifier le protocole 

en y intégrant des étapes de perméabilisation ou d’évaluation de la prolifération 

cellulaire notamment. Ces adaptations nécessitent néanmoins la connaissance du 

contexte clinique et thérapeutique afin d’adapter la stratégie de réanalyse et veiller à 

la bonne interprétation des résultats. Elles peuvent également alourdir le protocole 

technique limitant leur mise en place en routine. De nombreuses questions restent par 

ailleurs en suspens, une prudence dans l’interprétation des résultats reste dès lors 

indispensable.   

Ce travail bibliographique nous a ainsi permis de cibler différents axes d’amélioration 

dans la technique de MRD-LLC actuellement mise en place au laboratoire de 

cytométrie du Centre Hospitalier de Valenciennes.  

L’association CD22+CD79b proposée dans le panel du groupe FILO 

CD20/CD45/CD81/CD22+CD79b/CD5/CD19/CD200/CD43 (115) nous semble 

pertinente : le CD22 seul est redondant du CD20 et ne permet pas une bonne 

discrimination de la population LLC. L’ajout du CD200 reste à évaluer. Dans notre 

pratique, nous n’avons pas observé de réel gain de sensibilité dans le panel utilisé en 

routine à travailler avec ou sans CD200, Ces résultats doivent néanmoins être 

confirmés sur d’autres épreuves de dilutions. Des modulations phénotypiques du 

CD200 ont par ailleurs été observées sous Ibrutinib, limitant potentiellement son 

utilisation en suivi  sous inhibiteur de BTK (131). ROR1 nous semble en revanche très 

prometteur de par sa spécificité pour les cellules de LLC et sa stabilité sous traitement 
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dans les essais réalisés. Son utilisation semble par ailleurs tout à fait adaptée sur sang 

et sur moelle ; les quelques essais de MRD-LLC réalisés localement sur des 

échantillons médullaires riches en hématogones ne montrent aucune contamination 

par les précurseurs B. En effet, si les hématogones expriment ROR1 en surface, les 

autres marqueurs du panel permettent de bien les séparer des cellules de LLC.  

Enfin, afin de contourner les problèmes d’immunomodulation induits par les nouvelles 

thérapeutiques, la stratégie de gating initiale ne devra probablement pas se limiter à 

l’utilisation d’un seul anticorps dirigé contre le CD19. Comme décrit par Rawstron 

(131), une stratégie intéressante pourrait combiner ROR1 et HLA-DR au CD19 pour 

l’identification initiale des cellules de LLC. D’autres combinaisons pourraient 

également être évaluées incluant d’autres anticorps comme le CD24, le CD40 ou le 

CD160. Un travail rétrospectif reprenant les données récentes de MRD-LLC obtenues 

en cytométrie en flux nous permettra de mieux appréhender l’impact de ces différentes 

thérapeutiques sur les panels utilisés au laboratoire. Ce travail, en cours d’initiation, 

devrait faire l’objet d’une collaboration inter-sites entre le Centre Hospitalier Régional 

Universitaire de Lille et le Centre Hospitalier de Valenciennes, afin de disposer d’un 

plus grand nombre de données, notamment dans le cadre de thérapeutiques 

innovantes. Les résultats de ce travail devraient nous permettre de mieux cibler les 

marqueurs d’intérêts pour l’identification des LLC en cours de traitement.  

À côté des anticorps d’identification, l’ajout d’anticorps d’exclusion au panel ne semble 

pas justifié pour atteindre un niveau de sensibilité de MRD-LLC de l’ordre de 10-4. Leur 

utilisation semble cependant recommandée pour atteindre des niveaux de sensibilité 

de l’ordre de 10-5/10-6, le bruit de fond pouvant dans ce cas constituer un facteur 

limitant pour atteindre une limite de détection plus basse. L’ajout de CD3, CD14 ou 

CD33 au panel existant pourrait alors s’avérer intéressant, notamment en suivi post-
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allogreffe où l’approche curative justifie des techniques de haute sensibilité. Dans les 

autres situations thérapeutiques, il sera important d’évaluer si un niveau de sensibilité 

supérieur au seuil de 10-4 présente un intérêt en termes de survie pour le patient. Des 

études récentes, étudiant l’impact pronostique de techniques d’évaluation de la MRD 

de haute sensibilité, semblent indiquer que pour les patients sous ICT toute MRD 

positive, y compris pour des taux < 10-4 présente un impact sur la survie (91). Ces 

données devront notamment être vérifiées avec les schémas thérapeutiques les plus 

récents.   

En effet, à mesure que les techniques utilisées dans le suivi de la MRD progressent, 

à la fois en cytométrie mais également en biologie moléculaire à l’heure du NGS, la 

sensibilité minimale requise est aussi une question qui demeure en suspens. Si le seuil 

de 10-4 reste celui recommandé dans l’utilisation actuelle de la MRD-LLC 

(recommandations de l’iwCLL de 2020) (109), la volonté d’utiliser la MRD comme outil 

prédictif d’efficacité du traitement pourrait modifier le seuil de sensibilité requis.  

Cependant si l’augmentation de la sensibilité au-delà d’un certain seuil semble légitime 

pour les thérapies visant l’éradication de la maladie (allogreffe, CAR-T cells, anti-

CD19), elle pose néanmoins de nombreuses difficultés. Le seuil théorique de 10-6 

atteint en NGS nécessite des quantités d’ADN très importantes limitant son utilisation 

en routine dans les laboratoires de biologie moléculaire. Cependant, un seuil théorique 

de 10-6, n’est pas vraiment réalisable dans la pratique courante. En NGS une analyse 

d’au moins 107 cellules est nécessaire pour atteindre ce seuil, ce qui correspond à 

analyser entre 5 et 50 µg d’ADN, ce qui est techniquement difficile dans une réaction 

PCR à l’heure actuelle. En cytométrie, au-delà de la nécessité d’avoir un cytomètre 

haute résolution d’au moins 10 couleurs, une sensibilité de 10-6 nécessite une 

acquisition de plusieurs dizaines de millions de cellules ce qui engendre des 



134 
 

problèmes en termes de quantité d’échantillon, de durée d’analyse et de traitement 

des données pour l’acquisition. 

Par ailleurs, en cytométrie, la complexité engendrée par la multiplicité des graphes bi-

paramétriques à analyser pourrait conduire dans l’avenir au développement en routine 

de techniques d’analyses non supervisées. Cependant, si ces techniques permettent 

de standardiser la stratégie de réanalyse et s’affranchir du biais opérateur, elles se 

heurtent aux mêmes problématiques que la stratégie de cytométrie conventionnelle et 

ne permettront pas de limiter l’impact des thérapeutiques actuelles sur les données de 

cytométrie, justifiant ainsi la même prudence dans l’interprétation des résultats. Un 

traitement pré-analytique des données reste par ailleurs indispensable pour éviter de 

conduire à des non-sens biologiques que l’analyse conventionnelle pourra corriger.  

Par ailleurs, devant des schémas thérapeutiques divers et complexes se pose aussi 

la question des points de suivi de MRD à définir pour chaque protocole. Le choix est 

complexe et devra reposer sur la connaissance de la cinétique de la LLC, incluant le 

temps nécessaire pour atteindre une MRD indétectable et le délai de rechute après 

une MRD indétectable. Le suivi de la MRD devra se faire au moins deux mois après 

la fin du traitement en cas de traitement de durée « fixe », pour une utilisation de la 

MRD comme critère prédictif de la survie globale et de la survie sans progression. En 

cas de traitement de longue durée, l’évaluation de la MRD devra être réalisée lorsque 

la meilleure réponse clinique a été obtenue. Des points de suivi « fixes » sont ainsi 

recommandés et devront être déterminés pour chaque schéma thérapeutique (1).  

À  l’heure d’une médecine personnalisée, la MRD pourrait à l’avenir jouer un rôle dans 

le suivi thérapeutique, permettant de poursuivre, modifier ou d’arrêter complètement 

certaines thérapeutiques, suivant le modèle de la leucémie myéloïde chronique (LMC) 

où la MRD joue un rôle prépondérant dans l’adaptation du traitement, voire de son 
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arrêt complet (168,169). Bien qu’encore inenvisageable aujourd’hui (absence 

d’aberration génétique unique, meilleure sensibilité des techniques de quantification 

du transcrit BCR-ABL) un modèle similaire pourrait à l’avenir voir le jour dans la LLC.  

Ensuite, à côté de la tendance à développer des techniques de MRD de plus en plus 

sensibles, la question de l’intérêt d’une MRD négative pour tous est-elle justifiée ?  

La LLC reste une pathologie de la personne âgée, et de nombreux patients ne 

bénéficieront jamais d’un traitement. Si une MRD indétectable est un facteur 

indépendant de bon pronostic, cela concerne principalement des patients en rechute 

ou réfractaires à au moins une ligne de traitement (110). Ainsi, une MRD indétectable 

ne sera pas toujours souhaitable, en fonction de l’âge du patient et de ses comorbidités 

mais également du traitement et de sa toxicité : immunochimiothérapie et nouvelles 

thérapies ciblées. L’Ibrutinib par exemple, seul ou en association, devient peu à peu 

un traitement de choix même en première ligne de la LLC, pour autant, la toxicité de 

l’Ibrutinib parfois importante reste un obstacle dans le parcours thérapeutique du 

patient et limite son utilisation (170). 

Enfin, la valeur de la MRD-LLC « seule » n’a que peu d’intérêt et doit s’inscrire dans 

une stratégie globale. Au même titre que l’âge, le statut mutationnel IGVH et la 

mutation TP53, le statut de la MRD reste un facteur pronostic parmi d’autres dans la 

LLC. Une mutation de TP53 serait de mauvais pronostic même en cas de MRD 

indétectable dans les protocoles d’ICT (171) et les patients mutés TP53 forment 

généralement un groupe à part entière dans les essais cliniques visant à évaluer 

l’efficacité d’un traitement avec le statut de la MRD comme critère de jugement de 

substitution. Et même s’il est admis qu’une maladie résiduelle indétectable selon les 

techniques usuelles est en faveur d’un pronostic favorable (110), l’examen clinique, 

comprenant la recherche d’un syndrome tumoral et de signes généraux en faveur 
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d’une progression de la maladie, associé à une simple numération formule sanguine 

restent largement utilisés pour suivre la réponse au traitement dans la LLC.  

Un résultat de MRD indétectable au seuil de sensibilité de la technique ne signe pas 

une éradication de la maladie. Des études allemandes ont montré que chez des 

patients en rémission prolongée avec MRD indétectable, la persistance 

d’adénopathies était associée à une moindre survie (110). Le résultat de MRD doit 

s’intégrer dans le cadre d’un bilan clinique complet. 

Par ailleurs, la LLC est une maladie qui peut toucher différents compartiments tels que 

le sang, la moelle, les ganglions lymphatiques, la rate, le foie, mais également le liquide 

céphalorachidien, le rein, les poumons ou la peau (93). Plus qu’une évaluation de la 

maladie résiduelle sur un seul compartiment, une évaluation de la charge tumorale 

globale serait plus informative. Concernant les alternatives à la MRD, la recherche 

d’ADN circulant tumoral est particulièrement prometteuse. Cette technique, déjà 

utilisée dans le suivi des tumeurs solides et des lymphomes non hodgkinien (172), 

repose sur la recherche d’ADN tumoral dans le sang. Véritable « biopsie liquide », elle 

serait le reflet de la charge tumorale globale. Elle pourrait être intéressante dans le 

suivi de la LLC pour plusieurs raisons : par sa capacité à capturer de manière 

exhaustive le profil génomique tumoral sous-jacent et à permettre une surveillance de 

la masse tumorale globale selon les différents sites topographiques du patient, mais 

également par sa capacité à découvrir de nouvelles altérations génomiques pouvant 

conférer un avantage au clone tumoral comme des mécanismes de résistances aux 

traitements (173). Sa bonne corrélation avec la clinique du patient (détection d’une 

évolution sous clonale lors d’une transformation en syndrome de Richter, 

augmentation d’ADN circulant tumoral en cas d’apparition d’adénopathies). La 

recherche d’ADN circulant tumoral pourrait ainsi avoir un rôle complémentaire aux 

méthodes existantes dans le suivi de la maladie (173). 



137 
 

Dans l’attente d’une accessibilité de ces techniques, l’interprétation d’un résultat de 

MRD devra s’intégrer dans une prise en charge globale, incluant  l’examen clinique  

du patient et les données de l’imagerie, pour une évaluation précise de la charge 

tumorale résiduelle (93).   

À l’heure d’une médecine personnalisée et de précision, une adaptation de la prise en 

charge selon chaque patient devra probablement être réalisée. Pour cela, le dialogue 

clinico-biologique est indispensable pour un rendu de résultat adéquat aux attentes du 

clinicien pour le patient.  
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Résumé :  

La Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC) est la leucémie la plus fréquente dans les pays 
industrialisés. Si durant de nombreuses années, seuls les patients les plus symptomatiques, au 
pronostic péjoratif étaient traités, le développement d’anticorps monoclonaux et plus récemment 
de thérapies ciblées comme les inhibiteurs du BCR et de Bcl-2 a modifié la prise en charge 
thérapeutique des patients. 

Depuis, l’intérêt d’évaluer la maladie résiduelle (MRD) dans la LLC n’a cessé de croitre. 
Véritable outil d’évaluation de la réponse au traitement en cas d’immunochimiothérapie, sa place 
dans les nouvelles combinaisons thérapeutiques est à préciser. À l’avenir, le statut de la MRD 
pourrait guider la prise en charge thérapeutique. Ces perspectives restent néanmoins éloignées 
du cadre d’application existant puisque la MRD n’est actuellement pas indiquée en dehors des 
essais cliniques. 

Deux techniques de référence sont utilisées pour l’étude de la MRD-LLC : la cytométrie en flux 
(CMF) et la biologie moléculaire ; la CMF constituant actuellement la technique de prédilection 
pour cette analyse spécialisée. L’avènement de l’immunothérapie et des thérapies ciblées 
nécessite une adaptation dans les pratiques du cytométriste puisqu’il a été montré que ces 
traitements pouvaient entrainer des modulations phénotypiques à la surface des cellules de 
LLC. Les axes d’optimisation de la technique concernent à la fois la standardisation du test, 
l’amélioration des performances, le choix du panel et les stratégies d’identification à mettre en 
place pour s’affranchir au mieux des modulations phénotypiques induites par ces nouvelles 
thérapeutiques. À l’heure d’une médecine de précision, la MRD devra s’intégrer dans le cadre 
d’une prise en charge personnalisée adaptée à chaque patient. 
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