
1

Journées de formation en cytométrie organisées par l’ABC-BVC
                                       15 et 16 mai 2002

   Cliniques Universitaires de Mont - Godinne

     Immunophénotypage des hémopathies malignes

    Bernard Husson
         Centres Hospitaliers Jolimont – Lobbes

   Site de Jolimont
  Laboratoire de Biologie Clinique  -  Département Hématologie

   Unité de CMF

     7100 – Haine-Saint-Paul



2

A. Introduction générale. 

Une des applications principales de la cytométrie en flux au sein d’un
laboratoire d’hématologie est d’aider le biologiste à caractériser au mieux les cellules
qui se multiplient de manière anarchique dans les leucémies aiguës ou dans les
processus lymphomateux.
La CMF n’a pas pour objet de remplacer les techniques traditionnelles utilisées pour le
diagnostic de ces pathologies. La cytologie et l’histologie restent les techniques de
référence pour la classification de ces entités. Toutefois, la cytométrie en flux ainsi que
la cytogénétique et la biologie moléculaire permettent d’obtenir des informations
complémentaires permettant de mieux définir ces entités et de fournir des éléments
importants pour définir l’agressivité d’un processus néoplasique, de prédire la réponse
à une thérapie particulière ou encore pour suivre l’évolution de la maladie au cours de
traitement.

B. Les leucémies aiguës

1. Introduction

Si le diagnostic des leucémies aiguës repose avant tout sur l’examen
cytologique et cytochimique des étalements réalisés à partir d’un produit de ponction
de moelle, la cytométrie en flux peut offrir une aide considérable au biologiste dans le
cadre des leucémies aiguës peu différenciées pour définir l’appartenance des cellules
blastiques à la lignée lymphoïde ou myéloïde, pour définir la lignée (B ou T) dont sont
issues les cellules leucémiques dans le cadre des leucémies aiguës lymphoblastiques
ou encore pour définir des entités plus rares comme une participation de cellules
blastiques érythroïdes dans une LMA M6 très immature ou plaquettaire dans une
LMA M7. La mise en évidence de leucémies biphénotypiques  n’aurait pas été
possible sans l’apport de la CMF ainsi que la mise en évidence de variants myéloïdes
dans le cadre des leucémies lymphoblastiques aiguës ou de variants lymphoïdes dans
le cadre des leucémies myéloblastiques aiguës.

Pour le clinicien, il est important de connaître rapidement le type de leucose
aiguë dont est atteint un patient pour opter pour la thérapie la mieux adaptée. La
rapidité avec laquelle une leucémie peut être caractérisée à l’aide de la CMF va
permettre au clinicien de débuter au plus tôt sa thérapeutique. En associant les
informations obtenues de l’examen cytologique, de la cytochimie et de
l’immunophénotypage, il pourra définir le type de leucémie dont est atteint son patient
dans la quasi-totalité des situations et opter pour la thérapie la plus adéquate. De plus,
cet outil permet d’obtenir des renseignements utiles pour suivre la maladie résiduelle.
En routine, dans la majorité des cas de leucémies aiguës lymphoblastiques et dans>
75% des leucémies aiguës myéloblastiques, il sera possible de détecter de faible
proportion de cellules leucémiques (entre 0.001 et 0.01 %) au sein d’un échantillon.
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2. Classification des leucémies aiguës selon l’EGIL

AUL

LLA LMA

< 2 %

          LLA-T

-  T - I  (Pro) - ALL

-  T - II (Pre) - ALL

-  T - III (Cortical) - ALL

-   T - IV (Mature) - ALL

           LLA - B

-  B - I  (Pro) - ALL

-  B - II (Common) - ALL

-  B - III (Pre)  - ALL

-  B-  IV ( Mature) -ALL

LMA M0

LMA M1

LMA M2

LMA M3

LMA M4

LMA M4 EO

LMA M5

LMA M6

LMA M7

            Les leucémies aiguës
     EGIL-Group  ( Leukemia 1995,9: 1783-1786)

BAL

My + ALL

Ly +  AML

Le tableau ci-dessus reprend la classification qui a été publiée dans « Leukemia » en
1995 par l’EGIL. Les entités reprises en rouge correspondent à des sous-types de leucémies
aiguës pour lesquelles la cytométrie en flux est indispensable pour arriver à ce diagnostic. Les
entités reprises en vert correspondent à des sous-types de leucémies pour lesquelles la
cytométrie en flux va surtout jouer un rôle de confirmation du diagnostic posé à partir des
résultats de la cytologie et de la cytochimie. Enfin, les entités reprises en bleu correspondent à
des sous-groupes de leucémies où la cytométrie peut aider à poser un diagnostic comme dans
les  formes les plus immatures des LMA M6 ou encore les variantes de LMA M3.
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3. Généralités sur le profil des cellules leucémiques

Au départ, on pensait que les cellules leucémiques étaient issues d’une cellules
normale s’arrêtant dans son processus de développement et se mettant à proliférer.
À l’heure actuelle, l’analyse des données fournies par la cytométrie en flux a permis de
montrer que les cellules leucémiques montrent un profil différent d’une cellule
normale en cours de maturation. S’il est vrai qu’en général on va trouver des analogies
avec le profil de maturation d’une cellules normale, permettant de définir le stade de
maturation auquel la cellules s’est arrêtée dans son développement, on peut observer
différents types d’anomalies permettant de distinguer une cellules blastique normale
d’une cellule leucémique. Ces données sont valables que la cellule tumorale dérive
d’un progéniteur de la lignée lymphoïde ou  de la lignée myéloïde.

On peut distinguer trois grands types d’anomalies :

- Absence d ‘expression de marqueurs présent normalement à un stade de
maturation donné pour la lignée dont est issue la cellule leucémique.

- Niveau d’expression anormal ( hypo ou hyper expression) d’un marqueur
présent pour un stade de maturation donné.

- Expression de marqueurs d’autres lignées non exprimés normalement par les
cellules de la lignée dont sont issues les cellules leucémiques.

Comme nous le verrons dans la suite de ce chapitre, l’exploitation de ces différents
types d’anomalies va nous offrir un outil puissant pour suivre l’évolution de la maladie
d’un patient au cours du temps et de définir des stratégies pour le suivi de la maladie
résiduelle.
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4 . Démarche suivie pour caractériser les leucémies aiguës dans notre laboratoire

Dans notre pratique quotidienne, nous allons utiliser le panel d’orientation que nous
vous avons décrit dans le chapitre traitant de la maturation et du profil des cellules
normales médullaires. Le plus souvent, l’analyse sera réalisée sur un produit de
ponction médullaire et plus rarement sur du sang périphérique. 
L’analyse des images que nous allons obtenir va nous permettre de déterminer la
lignée de laquelle sont issues les cellules leucémiques et de déterminer le stade de
maturation auquel les cellules se sont arrêtées dans leur développement. 
Dans cette approche, nous allons exploiter l’ensembles des paramètres que nous offre
notre cytomètre.
Ainsi, l’analyse des images issues d’un histogramme biparamétrique FSC-SSC va déjà
nous donner une information quant au type de leucose aiguë à laquelle pourront être
rattachées les cellules leucémiques. Ainsi, lorsque les cellules leucémiques sont des
cellules de grande taille et donnant un signal peu intense en SSC, on peut s’attendre à
être confronté à une leucémie aiguë touchant une des lignées lymphoïde ou encore des
cellules peu différenciées de la lignée myéloïde (LMA M0, M1 ou M2). Par contre,
lorsque les cellules montrent des signaux plus intenses en SSC, on peut envisager une
LMA M3 ou encore une leucémie monocytaire (LMA M5) ou à participation
monocytaire (LMA M4).
 
Une première analyse va être réalisée sur une fenêtre englobant les cellules
mononucléées pour déterminer les marqueurs de notre panel qui sont exprimés par les
cellules leucémiques. Les lymphocytes normaux résiduels présents dans cette fenêtre
nous permettent de définir le niveau d’expression des marqueurs exprimés par les
cellules leucémiques. Dans cette démarche, il est aussi important de déterminer les
marqueurs exprimés par les cellules que les marqueurs négatifs.
Il faut savoir qu’il existe peu de marqueurs spécifiques d’une lignée. Selon l’EGIL, la
mise en évidence de certains marqueurs par les cellules leucémiques va permettre
d’assigner la lignée dont sont issues les cellules leucémiques. L’expression de ces
marqueurs par les cellules leucémiques signant définitivement  l’appartenance de ces
cellules à une lignée.
Le tableau ci-dessous reprend les marqueurs considérés comme les plus spécifiques
pour déterminer l’appartenance d’une cellule à une lignée cellulaire. 

CyCD79, CD19, cyCD22 Lignée lymphocytaire B
cyCD3 Lignée lymphocytaire T
MPO, cyCD13, CD13, CD33, CD117 Lignée myéloïde
CD41, CD42, CD61 Lignée plaquettaire
Glycophorine A, CD36 Lignée érythrocytaire

L’EGIL a aussi donné des points à certains marqueurs jugés utiles pour le diagnostic
des hémopathies malignes. Cette valeur va de 2 points pour les marqueurs les plus
spécifiques d’une lignée à 0.5 points pour les marqueurs les moins spécifiques. Ce
travail a été réalisé pour mieux définir la notion de leucémie biphénotypique. On peut
parler de leucémie biphénotypique si l’analyse des marqueurs exprimés par les cellules
blastiques permet d’obtenir un score supérieur à  2 pour plusieurs lignées. En dessous
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de ce score, on devra parler de variants myéloïdes en cas d’expression par les cellules
d’une leucémie lymphoblastique de marqueurs associés à la lignée myéloïde ou de
variants lymphoïdes en cas d’expression de marqueurs de la lignée lymphoïde par les
cellules d’une leucémie myéloblastique aiguë.
Le tableau ci-dessous reprend les points accordés aux différents marqueurs par l’EGIL
pour définir l’appartenance d’une cellule leucémique à une lignée. 

Lignée B Lignée T Lignée Myéloïde
2 points CD79, u cy,cyCD22 CD3, TCR MPO, (lysozyme)
1 point CD19, CD10, CD20 CD2, CD5, CD8, CD10 CD13, CD33, CD65, CD117

0,5 point TdT, CD24 TdT, CD7, CD1a CD14, CD15, CD64

 En général, en exploitant les données que nous avons obtenues avec notre
panel d’orientation et en nous basant sur les données reprises dans ces deux tableaux,
nous allons pouvoir définir la lignée dont sont issues les cellules leucémiques d’un
patient. Le plus souvent, à l’aide de nos combinaisons, nous pourrons définir s’il s’agit
d’une leucémie aiguë lymphoblastique ou myéloïde. Nous aurons déjà une bonne idée
du stade de maturation auquel les cellules se sont figées dans le processus de
développement et de déterminer l’appartenance à la lignée lymphoïde B ou T dans le
cas d’une LLA.
Dans un second temps, nous allons choisir les marqueurs à utiliser pour cibler au
mieux la population leucémique en nous basant sur les résultats obtenus avec notre
panel d’orientation.  Le choix des marqueurs à tester dans la seconde étape sera basé
sur les articles de référence traitant de la classification des leucémies aiguës et plus
particulièrement de la classification publiée par l’EGIL.
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4. Sous-Classification des leucémies aiguës lymphoblastiques selon l’EGIL

Ces classifications découlent en fait de la connaissance des voies de maturation
que suivent normalement les cellules au cours de leur développement dans la moelle
osseuse pour les LLA B et le thymus pour les LLA T.

A. Lignée B : LLA –B

cyCD79a, CD22, CD19 CD10 u cyto Ig s
B-I (Pro-B) + - - -
B-II (B commune) + + - -
B-III (Pré-B) + + + -
B-IV (B mature) + + /- +/- +

B. Lignée T : LLA-T

cyCD3 CD1a CD7 CD3+/CD1a- CD2/CD5/CD8
T-I (Pro-T) + - + - -
T-II (Pré-T) + - + - +
T-III (T cortical) + + + - +
T-IV (T mature) + - + + +
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5. Profil d’expression antigénique des LMA

Dans le tableau ci-dessous, nous allons reprendre les principaux
marqueurs exprimés dans les sous-types de LMA selon la classification FAB.

M0 M1, M2 M3 M4 M5 M6 M7
MPO - + + + -/+ + -
CD2 + /- +/- + /- +/- (Eo) - - -
CD4 - - - + /- +/- - -
CD7 +/- +/- - +/- + /- +/- + /-

CD11c - -/+ +/- +/- + - -
CD13 + /- + + + +/- +/- +/-
CD14 - - - +/- +/- - -
CD15 - +/- +/- +/- + /- - -
CD19 - + /- - + /- + /- - -
CD33 +/- + + + + +/- +/-
CD34 + + /- - + /- + /- +/- + /-
CD36 - - - + + + +
CD56 +/- +/- - +/- + /- - -
CD61 - - - - - - +
CD64 - - +/- + + - -
CD65 - + /- +/- +/- + /- - -
CD71 + + + + + ++/+ -/+
CD117 + + +/- +/- + /- + + /-
Gp A - - - - - + -

HLA-Dr ++ + - + + + /- -/+
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5. Application de notre méthodologie

Nous allons partir d’un cas concret pour illustrer la démarche que nous suivons
pour aboutir au diagnostic final de la pathologie. Les images qui suivent vont
correspondre à un échantillon sanguin reçu pour suspicion de leucose aiguë.

L’analyse de ces trois premiers histogrammes biparamétriques nous permet de montrer
la présence de cellules exprimant du CD14 (en bleu) devant correspondre à des
cellules de la lignée monocytaire et des cellules colorées en vert montrant une
expression faible du CD45 devant correspondre à des cellules blastiques

L’analyse de ces histogrammes montre l’absence d’expression de CD19, de CD3 ou
de CD5 par les cellules blastiques. En jaune, on peut voir les lymphocytes T dont la
majorité expriment le CD3 et le CD5. Les cellules colorées en bleu correspondent aux
lymphocytes B.
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L’analyse de ces histogrammes permet de confirmer l’absence d’expression de CD19 et de
CD20 par les cellules blastiques. Les lymphocytes B retrouvés dans ce sang périphérique sont
des lymphocytes B matures exprimant le CD19, le CD20 et montrant une répartition Kappa-
Lambda normale. À noter la fixation marquée des anticorps dirigés contre les chaînes légères
par les cellules blastiques évoquant l’existence d’une participation monocytaire qui
expliquerait cette fixation « non spécifique » importante.

L’analyse de ces histogrammes permet de mettre en évidence des cellules colorées en vert
correspondant aux lymphocytes T. Une petite proportion de ces cellules (colorées en bleu
clair) sont activées et expriment le Dr. On peut observer une population de cellules colorées
en bleu foncé montrant une augmentation de l’expression du Dr avec l’augmentation
d’expression du CD45. Ces cellules doivent correspondre à des cellules de la lignée
monocytaire à différents stades de maturation. À noter la présence d’une importante
proportion de cellules colorées en rouge, négatives pour le Dr et exprimant faiblement le
CD45, qui correspondent à des cellules blastiques. L’absence d’expression du Dr pouvant
évoquer des cellules blastiques de la lignée lymphoïde T le plus souvent négatives pour ce
marqueur.

L’analyse de ces histogrammes permet de montrer l’expression faible du CD4 par une
proportion non négligeable de cellules blastiques confirmant une participation de cellules de
la lignée monocytaire.
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L’analyse de ces images permet de montrer l’absence d’expression du CD2 par les cellules
blastiques et une expression faible du CD56 par une petite proportion des cellules
leucémiques. 

L’analyse de ces images permet de mettre en évidence des cellules vertes montrant une
expression variable du CD36. L’augmentation de la densité d’expression de cette molécule
s’accompagne d’une augmentation de la densité d’expression du CD45 qui permet d’évoquer
une participation monocytaire avec des cellules à différents stades de maturation. À noter la
négativité des cellules blastiques pour la glycophorine A.

L’analyse des histogrammes ci-dessus montre l’expression faible du CD22 par une petite
proportion des cellules blastiques.
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L’analyse de ces images permet de montrer l’expression du CD13 avec une expression
variable par les cellules blastiques. Les cellules qui montrent la positivité la plus fortes
correspondent à des cellules de la lignée monocytaire. Les cellules colorées en bleu clair
correspondent à des monocytes montrant une positivité pour le CD16. Les rares cellules
colorées en noir correspondent à des neutrophiles montrant une positivité pour le CD13, le
CD66 et le CD16.

Ces histogrammes qui correspondent au dernier tube de notre panel d’orientation montrent
que les cellules blastiques n’expriment pas le CD34, montrent une expression forte du CD33
et une expression variable du CD13. La présence de cellules montrant une expression variable
du Dr, du CD45, du CD36, du CD14, une expression faible du CD4 ainsi  qu’une expression
forte du CD13 et du CD33 laisse supposer une participation monocytaire dans cette leucose
aiguë. Dans le choix des marqueurs à relancer, nous allons tester l’expression du CD7 et du
CD117 pour préciser la nature des cellules blastiques négatives pour le Dr et différents
marqueurs pour préciser le stade de maturation des cellules leucémiques. L’analyse de nos
résultats avec notre panel d’orientation nous a fait opter pour l’association du CD45 et du
CD33 pour cibler au mieux la population des cellules leucémiques. 
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CD45 PcP - CD33 FITC - CD117 PE
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L’analyse de ces images montre l’expression du CD117 par la quasi-totalité des cellules
montrant l’expression la plus faible du CD45 (cellules colorées en noir). Ces cellules
correspondent à des cellules blastiques de la lignée myéloïde. À noter l’expression du CD117
par une petite proportion des cellules de la lignée monocytaire ( cellules colorées en bleu
clair) qui montrent une expression plus marquée du CD33 que les cellules blastiques de la
lignée myéloïde. Ces cellules correspondent aux cellules les plus immatures parmi les cellules
leucémiques de la lignée monocytaire.

L’analyse de ces images permet de montrer l’absence d’expression du CD7 par les cellules
blastiques nous permettant d’exclure l’hypothèse d’une participation lymphoïde T dans cette
leucose aiguë.
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CD14 APC - CD45 PcP - CD36 FITC - CD11c PE
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L’analyse de cette combinaison en quatre couleurs nous permet d’explorer la maturation des
cellules de la lignée monocytaire. Les cellules en bleu clair correspondent aux cellules les plus
immatures montrant une expression variable du CD45, du CD11c et du CD36 alors que les
cellules en noir correspondent aux cellules en fin de maturation montrant l’expression la plus
forte pour le CD45, le CD11c, le CD36 et une positivité avec une expression variable pour le
CD14.

Les combinaisons qui vont suivre vont nous donner des indications pour préciser le stade de
maturation auquel les cellules leucémiques se sont arrêtées au cours de leur développement et
de définir des anomalies par rapport à la voie normale de maturation des cellules de la lignée
myéloïde et monocytaire.
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CD45 PcP - CD33 PE - CD11b FITC
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Les images ci-dessus montrent une positivité avec une expression variable du CD11b par les
cellules de la lignée monocytaire. En violet, on peut observer l’absence d’expression de
CD11b par les cellules blastiques de la lignée myéloïde. Les cellules en bleu clair
correspondent aux neutrophiles résiduels montrant une expression faible du CD33 et une
expression marquée du CD11b.

L’analyse des images ci-dessus montre l’absence d’expression du CD15 par les cellules
blastiques de la lignée myéloïde colorées en violet. Les cellules en bleu correspondent aux
cellules de la lignée monocytaire montrant une expression variable du CD15. Les cellules en
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bleu clair correspondent à des neutrophiles matures montrant une expression faible du CD33
et une expression forte du CD15.
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L’analyse de ces images montre l’expression variable du CD64 par les cellules de la lignée
monocytaire. Les cellules blastiques de la lignée myéloïde ne montrant pas d’expression du
CD64. À noter la présence de cellules colorées en bleu clair correspondant à des neutrophiles
montrant une expression faible du CD33 et du CD64.
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L’analyse des images ci-dessus montre l’expression faible du CD65 par une petite proportion
des cellules de la lignée monocytaire en fin de maturation (cellules colorées en bleu foncé).
A noter l’absence d’expression du CD65 par les cellules blastiques de la lignée myéloïde
colorées en violet. Les cellules en bleu clair correspondent aux neutrophiles montrant une
expression faible du CD33 et intermédiaire du CD65.

L’ensemble de ces images nous permet de conclure à une LMA M4 montrant environ 22 % de
cellules blastiques de la lignée myéloïde exprimant le CD117, le CD33, le CD13 et le CD11c
avec une expression faible et 30% de cellules de la lignée monocytaire à différents stade de
maturation. À noter des anomalies de maturation des cellules de la lignée myéloïde qui
montrent une négativité pour le Dr en absence d’expression du CD15 et du CD65.
En exploitant ces anomalies, nous pourrons suivre la maladie résiduelle de ce patient en ce qui
concerne les cellules blastiques de la lignée myéloïde en combinant les marqueurs suivants :
CD45 APC – Dr PcP – CD15 FITC – CD117 PE. Comme pour la plupart des leucémies à
composante monocytaire, il n’est pas possible de définir des combinaisons spécifiques pour
suivre la maladie résiduelle touchant les cellules blastiques de cette lignée.

Nous limiterons notre exposé sur les leucémies aiguës à ce cas. Une procédure identique sera
suivie dans tous les types de leucoses aiguës. L’objet de ce paragraphe étant de vous exposer
la démarche d’analyse que nous suivons pour définir au mieux les caractéristiques
« immunologiques » des cellules leucémiques d’un patient en exploitant les données que nous
connaissons sur la maturation des cellules médullaires à l’aide de nos combinaisons
d’anticorps.

C. Les leucémies lymphoïdes chroniques et pathologies apparentées

L’objet de ce paragraphe est de vous montrer la démarche que nous suivons lorsque
nous sommes confrontés avec un échantillon reçu pour une suspicion de syndrome
lymphoprolifératif.
Un premier panel d’orientation va être utilisé de manière systématique lorsque nous recevons
un échantillon pour suspicion d’infiltration par un processus lymphoprolifératif.
En fonction des résultats obtenus, nous déciderons des marquages à mettre en route pour
préciser au mieux le phénotype des cellules anormales que nous aurions mises en évidence à
l’aide de ce premier panel.
Dans le tableau ci-dessous, nous vous décrivons la composition ainsi que les indications des
combinaisons d’anticorps que nous allons utiliser. 

FL1 FL2 FL3 Indication
Tube 1 CD45 FITC CD14 PE - Leucocytes et Mono
Tube 2 Auto Auto Auto
Tube 3 CD5 FITC CD19 PE CD3 PcP Ly B, Ly T, Ly B CD19+CD5+
Tube 4 CD4 FITC CD8 PE CD3 PcP Ss-populations Ly T et NK
Tube 5 CD3 FITC HLA-Dr PE Auto Ly T activés, Ly B
Tube 6 CD2 FITC CD56 PE CD3 PcP Ly T, NK
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Ce panel nous permet de déterminer s’il existe un excès de cellules d’une des principales
lignées lymphoïdes : B, T ou NK. Étant donné que les LLC B sont les pathologies les plus
fréquentes que nous rencontrons, nous avons associé le CD5 au CD19 de manière à
déterminer un excès de lymphocytes B exprimant cette molécule, caractéristique principale
des cellules de LLC-B.

Pour illustrer la démarche que nous suivons, nous allons partir d’un cas de LLC B mis en
évidence lors d’une mise au point d’une hyperlymphocytose avec une indication clinique de
suspicion de LLC. L’ensemble des images qui vont être présentées correspondant à un
fenêtrage incluant les cellules mononucléées ( lymphocytes et monocytes).
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Ces premières images montrent un excès de cellules colorées en vert correspondant aux
lymphocytes. Elles représentent environ 64 % de la totalité des cellules analysées.
L’observation du dot-plot SSC/CD45 montre une expression variable du CD45 par les
lymphocytes. Les cellules d’une LLC B montrent souvent une expression plus faible du CD45
que les lymphocytes normaux. En bleu, on peut observer les monocytes et en rouge les
granulocytes.
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Cette troisième combinaison nous permet d’observer un net excès de cellules de la lignée
lymphoïde B parmi les cellules mononucléées. Elles représentent 68 % de ces cellules dont
97 % expriment le CD5. En présence de ce net excès de lymphocytes CD19+CD5+ et de
l’expression faible du CD45 par une proportion importante des lymphocytes, on peut
suspecter une LLC B.
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Cette quatrième combinaison nous permet d’étudier la répartition des cellules lymphoïde T.
En violet, on peut observer les lymphocytes T cytotoxiques et suppresseurs exprimant le CD3
et le CD8. Les cellules colorées en jaune correspondent aux lymphocytes T helpers et
inducteurs exprimant le CD3 et le CD4. On peut observer de rares cellules colorées en noir
qui exprimant le CD3, le CD4 et le CD8. En bleu, on peut observer des cellules uniquement
positives pour le CD8 avec une expression variable qui correspondent à une sous-population
de cellules NK.
En vert, on peut observer une population de cellules montrant une expression faible du CD4
qui correspondent aux monocytes.
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Cette combinaison nous permet de mettre en évidence les lymphocytes B qui montrent une
expression marquée du Dr. Elles sont colorées en bleu foncé. En violet, on peut observer les
monocytes qui expriment aussi le Dr mais avec une densité d’expression plus faible que les
lymphocytes B. Enfin, en bleu clair, on peut observer une petite population de lymphocytes T
activés qui expriment le Dr avec une expression variable.
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La dernière combinaison de notre panel d’orientation nous permet d’étudier les cellules NK
dont la majorité montre une positivité pour le CD2 et le CD56. Ce sont les cellules colorées
en bleu clair. De rares cellules montrent une positivité pour le CD2, le CD3 et le CD56. Elles
sont colorées en noir et correspondent à des lymphocytes T cytotoxiques non restreints par le
CMH. Les cellules colorées en bleu foncé correspondant à une population de cellules NK
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uniquement positive pour le CD56. Les cellules colorées en jaune correspondent aux
lymphocytes T qui expriment le CD2 et le CD3.

1. Les syndromes lymphoprolifératifs touchant la lignée lymphoïde B

L’analyse de l’ensemble de ces données nous conduit à suspecter un envahissement de ce
sang périphérique par des cellules clonales de la lignée lymphoïde B. L’expression marquée
du CD5 par la majorité de ces cellules ainsi que l’expression faible du CD45 nous faisant
suspecter une LLC B. Toutefois, pour confirmer cette hypothèse, nous allons lancer des
marqueurs supplémentaires nous permettant de réaliser un diagnostic différentiel entre les
principaux syndromes lymphoprolifératifs touchant la lignée lymphoïde B.
Pour ce faire, nous allons réaliser différents marquages en quatre couleurs associant le CD19
pour cibler la population des lymphocytes B. Ce marqueur est exprimé par la majorité des
syndromes lymphoprolifératifs touchant la lignée lymphoïde B. Le choix de nos combinaisons
est basé principalement sur les marqueurs utilisés par Catovsky, Matutes et Moreau pour
réaliser leur score. Nous y reviendrons après avoir observé les images obtenues dans ce cas de
LLC B en utilisant nos combinaisons. Le tableau ci-dessous reprend les anticorps qui
constituent nos différents mélanges.  

FL1 FL2 FL3 FL4
Tube 1 - - CD19 -
Tube 2 CD103 FITC CD25 PE CD19 CD11c APC
Tube 3 FMC7 FITC CD38 PE CD19 CD22 APC
Tube 4 CD20 FITC CD23 PE CD19 CD5 APC
Tube 5 CD79b FITC CD43 PE CD19 CD10 APC
Tube 6 Kappa FITC Lambda PE CD20 CD19 APC

Dans les images qui vont suivrent, nous allons cibler uniquement les lymphocytes et décrire
les différentes populations qu’il est possible d’observer.
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Les premières images montrent le placement des seuils qui va nous permettre de déterminer
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les marqueurs qui sont exprimés par les lymphocytes B exprimant le CD19. 

Les images ci-dessous nous permettent de montrer que les lymphocytes B montrent une
expression faible du CD25 alors que ces cellules sont négatives pour le CD103 et le CD11c.
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La combinaison suivante nous permet de montrer que la majorité des lymphocytes B sont
négatifs pour l’expression du FMC7, exprime faiblement le CD22 et n’exprime pas le CD38.
On peut observer une petite population de lymphocytes B normaux résiduels montrant une
expression normale du CD22 et du FMC7.
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La prochaine combinaison nous permet de montrer la positivité des lymphocytes B pour le
CD5 et le CD23. Il est à noter l’expression faible du CD20 par ces cellules. On peut observer
une petite population de lymphocytes B normaux résiduels montrant une expression normale
du CD20.
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Cette combinaison nous permet de montrer la négativité des lymphocytes B pour le CD10,
l’expression faible du CD79b par ces cellules et l’expression forte du CD43.
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Cette dernière combinaison nous permet de montrer l’expression faible de chaînes légères
Lambda par les cellules montrant une expression faible du CD20 qui correspondent aux
cellules de LLC. Le placement des seuils est réalisé en se basant sur la population de
lymphocytes B normaux résiduels montrant une expression normale du CD20.

L’ensemble de ces données nous permet de conclure à une LLC B. Le calcul du score de
Catovsky nous donne une valeur de 5 et une valeur de 6 pour le score de Moreau qui inclus
l’expression du CD79b.
L’objectif de ce système de scoring est de permettre de réaliser la distinction entre les LLC B
qui constituent la pathologie la plus fréquente et les autres syndromes lymphoprolifératif B.
Ce système est basé sur l’attribution d’un point en fonction de la positivité ou de l’expression
de certains marqueurs par les cellules leucémiques. Le tableau ci-dessous reprenant les
marqueurs inclus dans ce système de scoring. 

1 Point 0 point
CD22 Faible Positif
FMC7 Faible Positif
CD5 Positif Négatif

CD23 Positif Négatif
Chaînes légères d’Ig Faible Positif

CD79b Faible Positif
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Dans notre cas, on a obtenu un score de 6. Ce score est lié à la positivité des cellules pour le
CD5 (1 point), l’expression faible pour le CD22 (1point), l’expression faible pour le FMC7 (1
point), la positivité pour le CD23 (1 point), l’expression faible de la chaîne légère Lambda ( 1
point) et l’expression faible du CD79b (1 point).
Plus la valeur obtenue pour ce score est élevée et plus la probabilité sera élevée que le
syndrome lymphoprolifératif B soit une LLC. En présence d’un score faible ( < 3), la
probabilité que le processus lymphoprolifératif soit une LLC B est faible.

Le choix des marqueurs inclus dans notre panel ainsi que des combinaisons est le résultat de
nos lectures de différents ouvrages et publications traitant du sujet des syndromes
lymphoprolifératifs B.

Dans le tableau ci-dessous, nous reprenons les marqueurs exprimés le plus souvent dans les
différents syndromes lymphoprolifératifs B.

LLC-B LPL-B MCL LFC LSLV HCL HCLv
CD19 + + + + + + +
CD5 + +/- + - - -/+ -/+

CD10 - -/+ -/+ + - - -
CD11c -/+ - - - + /- ++ +/-
CD20 +/- + ++ + + ++ +
CD22 Faible ++ + + ++ ++ ++
CD23 +/- -/+ -/+ -/+ - /+ -/+ -/+
CD24 + + + + + - -
CD25 -/+ - - - -/+ + -
CD38 -/+ ++ -/+ -/+ - - -
FMC7 -/+ ++ + + + + +
CD43 ++ +/- +/- +/- - - -

CD79b Faible ++ + + /++ +/++ + +
CD103 - - - - -/+ + +
K-L Faible ++ + + /++ +/++ +/++ + /++

CH.L. M, DM, D M, DM M, DM, G M, DM, G M, DM, G M, DM, G, A G

Leucémie lymphoïde chronique B (LLC-B), Leucémie prolymphocytaire B (LPL-B), Lymphome du manteau
(MCL), Lymphome folliculaire (LFC), Lymphome splénique à lymphocytes villeux (LSLV), Leucémies à
tricholeucocytes (HCL). La présence d’un + indique une expression normale du marqueur, la présence de ++
indiquent une expression supérieure à la normale, la présence de -/+ indique que le marqueur peut être positif
dans une petite proportion des cas tandis que la présence de +/- indique que ce marqueur est exprimé dans la
majorité des cas mais peut être absent des cellules leucémiques.

Dans les pages suivantes, nous allons illustrer le type d’images que nous obtenons avec nos
combinaisons d’anticorps dans le cadre des syndromes lymphoprolifératifs B que nous
rencontrons le plus souvent. Pour chaque combinaison, nous allons vous montrer les images
typiques que nous obtenons dans les lymphocytoses réactionnelles, les HCL, les LLC et les
LNH de type folliculaire. Pour chaque combinaison, nous vous expliquerons les éléments
nous ayant conduits à combiner ces anticorps les uns avec les autres.
Pour chaque combinaison, nous avons ciblé les lymphocytes B par l’expression du CD19 ou
du CD20. Le placement des curseurs permettant de distinguer les cellules positives et
négatives sont réalisées sur l’autofluorescence des cellules lymphoïdes B.
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Cette combinaison est réalisée pour déterminer la monoclonalité des lymphocytes B. En
associant le CD19 et le CD20, on peut mieux sélectionner les cellules de LLC qui sont
négatives ou expriment plus faiblement le CD20 que les lymphocytes B normaux permettant
de déterminer plus facilement le niveau d’expression des chaînes légères d’Ig exprimées par
les cellules clonale En général, l’expression des chaînes légères d’Ig par les cellules clonales
d’une LLC B est faible et il n’est pas toujours facile de déterminer la nature de la chaîne
exprimée.
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Cette combinaison a été choisie pour détecter les cellules de LLC-B qui montrent une
négativité ou une expression faible pour le FMC7 et le CD22. Le CD38 est associé à cette
combinaison pour déterminer la proportion des cellules ayant un phénotype de LLC qui
expriment cette molécule à valeur pronostique. L’expression conjointe du CD22, du FMC7 et
du CD38 signant l’activation des lymphocytes B.
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Cette combinaison a été choisie pour cibler les cellules de LLC qui montrent le plus souvent
une expression faible du CD20 et une nette positivité pour le CD5 et le CD23. De plus, elle
permet de mettre en évidence les cellules des lymphomes du manteau qui montrent une
positivité pour le CD5, une négativité pour le CD23 et une expression forte du CD20.
Cette combinaison est aussi utile pour le diagnostic des lymphomes de la zone marginale qui
sont le plus souvent négatifs pour le CD5 et peuvent montrer une positivité pour le CD23.
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Cette combinaison a été choisie pour la détection des LLC qui montrent une négativité ou une
expression faible pour le CD79b, une expression forte du CD43 et une négativité pour le
CD10. Elle permet aussi de détecter les lymphomes folliculaires qui montrent le plus souvent
une expression faible du CD10 associée à une expression avec une intensité normale ou forte
du CD79b.
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Sur cette page, nous avons repris les images que nous obtenons avec la combinaison
permettant de détecter les cellules de HCL. Ces cellules montrent une nette positivité pour le
CD19, le CD103, le CD25 et le CD11c. Les lymphocytes B dans la situation réactionnelle
ainsi que les lymphocytes B du lymphome folliculaire ne montrent pas d’expression du CD25
et du CD11C alors que les cellules de la LLC-B montre une positivité avec une expression
faible pour le CD25. Cette combinaison permet aussi de faire la distinction entre les HCL
typiques et les formes variantes caractérisées par l’absence d’expression du CD25.
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Dans le cas d’une suspicion d’un LNH-B de type folliculaire, on va réaliser une analyse de
l’expression de bcl-2 par les cellules de la lignée lymphoïde B pour déterminer si cette
molécule est hyperexprimée par les cellules lymphomateuses.  Les images ci-dessous
montrant l’hyperexpression de bcl-2 par les cellules CD10 du cas de lymphome folliculaire
inclus dans cette étude comparative. En vert, on peut observer le niveau d’expression de bcl-2
par les lymphocytes B normaux résiduels qui n’expriment pas le CD10. 
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Pour terminer la partie concernant les syndromes lymphoprolifératifs de la lignée B, nous
allons vous montrer la démarche que nous suivons pour étudier le compartiment des cellules
plasmocytaires.
Comme nous l’avons décrit dans notre chapitre traitant de la maturation des cellules
médullaires, les plasmocytes sont caractérisés par l’absence d’expression des principaux
marqueurs de la lignée lymphoïde B, mais montrent une expression forte du CD38, du CD138
et expriment des chaînes d’Ig dans leur cytoplasme. Notre étude des ponctions médullaires
réalisées sur nos sujets « témoins » nous a permis de monter qu’il était possible de montrer
différents stades de maturation au niveau du compartiment des cellules plasmocytaires. Les
cellules les moins matures montrent une expression faible du CD19, du CD45 en association
avec une expression forte du CD138 et du CD38. Il est à noter qu’il est possible de trouver de
petites proportions de plasmocytes (+/- 10%) montrant une positivité pour le CD56 mais avec
une  densité d’expression plus faible que dans les myélomes. Les images ci-dessous vous
montrent le type d’images obtenues dans une moelle normale. Il est à noter la faible
proportion de cellules plasmocytaires (<1 %) mises en évidence dans cette ponction
médullaire. L’analyse de l’expression des chaînes légères d’Ig dans le cytoplasme de ces
cellules a montré une répartition K-L normale, y compris dans la faible proportion des cellules
montrant une positivité pour le CD56 avec une faible densité d’expression.
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Clonalité des Plasmocytes (1)

10% CD56+

0.32% BB4
39% Lambda

61% Kappa

 Pour l’étude de la clonalité des plasmocytes, nous réalisons deux marquages en quatre
couleurs dont la composition est donnée dans le tableau ci-dessous :

FL1 FL2 FL3 FL4
Tube 1 Lambda FITC CD138 PE CD45 PcP CD56 APC
Tube 2 Kappa FITC CD138 PE CD45 PcP CD56 APC

La procédure suivie pour cibler les plasmocytes est la suivante. Une première fenêtre R1 est
réalisée sur un dot-plot FSC-SSC pour éliminer les agrégats. Ensuite, sur un dot-plot CD45-
CD138, on va cibler à l’aide d’une fenêtre R2 les cellules montrant une nette positivité pour le
CD138 et une expression faible ou négative pour le CD45 qui correspondent au phénotype
des plasmocytes . On crée ensuite une fenêtre logique combinant R1 et R2 et on applique ce
fenêtrage sur un dot-plot FSC-SSC permettant d’obtenir la distribution en taille et granularité
des cellules correspondant aux plasmocytes. Une nouvelle fenêtre R3 est créée pour cibler au
mieux les plasmocytes et exclure de l’analyse les cellules de petite taille qui correspondent à
des cellules mortes. En créant une fenêtre logique associant R1, R2 et R3, on va pouvoir
déterminer l’expression des chaînes légères kappa et lambda dans le cytoplasme de ces
cellules. Dans le cas illustré ci-dessus, on a mis en évidence 0.34 % de cellules ayant un
phénotype compatible avec des plasmocytes montrant une répartition K-L normale. À noter
l’expression du CD56 par environ 10 % de ces cellules montrant aussi une répartition K-L
normale.
Les images ci-dessous correspondent à un cas de MM montrant une nette infiltration par des
cellules plasmocytaires qui montrent une nette hyperexpression du CD138, du CD56, une
négativité pour le CD45 et une nette monoclonalité kappa en intracytoplasmique.
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2.  Les syndromes lymphoprolifératifs touchant la lignée lymphoïde T

Dans le tableau ci-dessous, nous allons reprendre les marqueurs intéressants permettant de
réaliser un diagnostic différentiel entre les différents syndromes lymphoprolifératifs touchant
la lignée lymphoïde T.

LPL-T ATLL CTLL LGL-T LGL-NK
TdT 0% 0% 0% 0% 0%
CD1 0% 0% 0% 0% 0%
CD2 >90% >90% >90% >90% >90%
CD3 80% >85% >85% 100% 0%
TCR-ab 75-80% >85% >85% 85-90% 0%
TCR-gd Rare Rare Rare 10-15% 0%
CD4+/CD8- 70% >90% >80% Rare 0%
CD4+/CD8+ 20% 0% 5-10% 10-15% Rare
CD4-/CD8+ 10% 0% 0% 85% 20-30%
CD4-/CD8- Rare Rare Rare Rare 70-80%
CD5 100% >80% >95% >90% <10%
CD7 >90% 15-25% 40-60% >95% >95%
CD16 <10% <10% <10% 10-50% 75-85%
CD56 <10% <10% <10% 70-85% 50-65%
CD57 <10% <10% <10% 70-85% 50-60%
CD25 20-30% 80-90% 15-25% 5-10% ?
Dr <10% 25-30% 15-25% 30-40% >50%
Leucémie prolymphocytaire-T (LPL-T) ; Leucémie lymphome T de l’adulte (ATLL) ; Leucémie lymphome
cutané T (CTLL) ; Leucémie à grands lymphocytes T (LGL-T) ; Leucémie à grands lymphocytes NK (LGL-
NK). Ce tableau est issu de «  Immunofenotypering in de diagnostiek : Indicatiestellingen, uitvoering en
Interpetatie » publié par J.J.M. van Dongen, K. Groeneveld, H.J.Adriaansen et H. Hooijkaas.

Il est à noter qu’il est beaucoup moins évident de déterminer la nature clonale des cellules de
la lignée T dans les processus lymphoprolifératifs touchant cette lignée. Le plus souvent, on
va se baser sur des anomalies de l’expression de marqueurs exprimés normalement par les
cellules matures de la lignée lymphoïde T. L’absence ou une expression anormale d’un ou de
plusieurs marqueurs normalement exprimés par les cellules matures de la lignée lymphoïde T
permet de suspecter un processus anarchique qui devra être confirmé par une analyse en
biologie moléculaire des réarrangements des gènes codant pour les chaînes constituant le
récepteur des lymphocytes T.
Comme nous allons vous le montrer dans les images ci-dessous, il existe sur le marché un kit
commercialisé par Beckman Coulter permettant d’explorer le répertoire des lymphocytes T en
se basant sur des mélanges d’anticorps. A l’aide de ce kit, il est possible d’étudier environ
70% du répertoire des lymphocytes T exprimant une chaîne Beta . En présence d’un net excès
de lymphocytes T montrant une réactivité avec un de ces anticorps, on peut conclure à la
nature clonale des lymphocytes T intervenant dans le processus lymphoprolifératif à mettre au
point. Dans le cas illustré ci-dessous, il s’agit d’une T-LGL montrant une expression du CD2,
du CD3, du CD5, du CD8, du CD56, du CD57 et une positivité pour les chaînes alpha-beta du
TCR.
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L’analyse des images ci-dessus montre que les lymphocytes T CD3 montrent une expression
du CD56 et une réactivité exclusive avec l’anticorps Vb 9 signant la clonalité de ce processus
lymphoprolifératif.
Les images ci-dessous vous montre le type d’image obtenue en présence d’une prolifération
réactionnelle de lymphocytes de la lignée T.
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D. Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons eu comme objectif de vous faire partager notre expérience de
l’apport de la cytométrie en flux pour le diagnostic des hémopathies malignes.
Nous nous sommes limités à vous exposer les pathologies que nous rencontrons le plus
souvent dans notre pratique quotidienne.
Les panels que nous vous avons décrits sont le fruit de nos propres mises au point mais il
existe d’autres possibilités proposées par différents groupes d’étude (SIHON, GEIL, …).
Notre objectif majeur était de vous montrer l’apport considérable des marquages en trois ou
quatre couleurs ainsi que de l’utilisation de l’ensemble des données offertes par nos machines
pour caractériser au mieux les hémopathies malignes.


