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A. Introduction

Une des applications principales de la cytométrie en flux dans un laboratoire
hospitalier est d’aider le biologiste à poser un diagnostic le plus précis possible dans le cadre
des hémopathies malignes. 
Pour être capable de déterminer la présence de cellules anormales au sein d’un échantillon, il
est évident qu’il est indispensable de connaître le profil des cellules normales. Si les
hémopathies malignes chroniques touchent le plus souvent des cellules en fin de maturation,
les hémopathies aiguës vont être caractérisées par la multiplication de cellules bloquées au
cours de leur processus de différentiation. D’un stade très précoce, proche de la cellule
souche, dans le cas d’une leucémie aiguë indifférenciée (AUL) à un stade beaucoup plus
avancé dans le cas d’une leucémie promyélocytaire (LMA M3). La connaissance des voies de
différentiation et de maturation des cellules des différentes lignées hématopoïétiques joue un
rôle capital pour poser un diagnostic le plus précis possible dans le cadre des leucémies
aiguës. Elle permet aussi de réaliser la distinction entre un excès de cellules blastiques
normales dans le cadre d’un processus de régénération avec un excès de cellules blastiques
anormales dans le cadre d’une leucémie aiguë débutante ou dans un processus
myélodysplasique.

Durant ces dernières années, des progrès techniques considérables ont été réalisés
rendant les marquages multiples en trois ou quatre couleurs accessibles à la plupart des
laboratoires cliniques. Cette nouvelle approche en marquages multiples permet d’utiliser nos
cytomètres à la manière d’un microscope en analysant des images sous la forme
d’histogrammes biparamétriques. Le choix adéquat des anticorps à combiner et des fenêtres
d’analyse à étudier nous permet de générer des images capables de nous aider à identifier et à
étudier la maturation des cellules des différentes lignées cellulaires constituant un échantillon
médullaire. En routine, en utilisant différentes combinaisons d’anticorps, il devient ainsi
possible de réaliser une sorte de médullogramme « immunologique » permettant de définir la
normalité d’un prélèvement ou de mettre en évidence la présence d’anomalies quantitatives
et/ou qualitatives pouvant être rattachées à une pathologie.

B. Principes généraux pour l’étude de la maturation des cellules médullaires par CMF

Le cytométre en flux est un outil puissant pour l’étude de l’hématopoïèse en exploitant
au maximum les possibilités d’analyse multiparamétrique de nos machines. Ainsi, en
combinant les données résultantes de différents marquages multiples avec les caractéristiques
de taille-granularité des cellules, il devient possible d’étudier le processus de développement
des cellules hématopoïétiques depuis la cellule souche pluripotente jusqu’au stade des cellules
les plus matures se retrouvant dans la circulation sanguine.
Des mécanismes spécifiques de régulation génique vont se produire tout au long des
processus de différentiation et de maturation des cellules hématopoïétiques. Les produits
finaux de la régulation de ces gènes vont s’exprimer sous la forme de glycoprotéines
exprimées dans le cytoplasme ou à la surface des cellules à différents moments de leur
développement. L’utilisation d’anticorps monoclonaux couplés à des molécules fluorescentes
va permettre  d’étudier les modifications de l’expression de ces glycoprotéines par les cellules
médullaires au cours de leur développement à l’aide du cytométre en flux.
La moelle osseuse est un tissu complexe composé de cellules issues de différentes lignées et
au sein de chaque lignée, de cellules à différents stades de développement. Une carte
antigénique d’un prélèvement médullaire pourra être developpée en combinant deux
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approches logiques pour identifier chacune et toutes les cellules présentes dans l’échantillon à
étudier à l’aide du cytomètre en flux. Tout d’abord, l’échantillon sera analysé par groupe de
cellules en les sélectionnant à l’aide de certains marqueurs. Des antigènes pour lesquels
l’expression est limitée à une lignée cellulaire ont été identifiés et pourront être utilisés
comme marqueur pour isoler les cellules appartenant à cette lignée. En sélectionnant les
cellules exprimant ce marqueur, les cellules appartenant à cette lignée pourront être
« purifiées » de manière électronique permettant d’étudier l’expression d’autres marqueurs
par ces cellules. Ainsi, il devient possible d’étudier les cellules de la lignée lymphoïde B en
sélectionnant les cellules exprimant le CD19. Le CD3 pourra être utilisé pour étudier les
cellules de la lignée lymphoïde T, le CD34 pour les cellules souches, le CD138 pour les
plasmocytes, …. Ensuite, il est possible d’étudier la maturation des cellules d’une lignée  en
partant des marqueurs exprimés par les cellules les plus matures pour aller vers la cellule la
plus jeune. Il est facile d’identifier les cellules matures présentes dans le sang périphérique en
se basant sur leurs propriétés de diffraction de la lumière et d’étudier les marqueurs exprimés
à leur surface. En utilisant une série d’anticorps monoclonaux associés en différentes
combinaisons avec l’anticorps ayant permis de sélectionner la lignée à étudier, les cellules
moins matures présentes dans la moelle au sein de cette lignée pourront être identifiées en se
basant sur les similitudes retrouvées avec les cellules sanguines de cette lignée.  Ainsi, les
antigènes retrouvés uniquement au niveau médullaire pour une lignée donnée mais non sur les
cellules matures du sang circulant ont dû être exprimés tôt au cours du processus de
maturation. L’analyse de la coexpression d’antigènes et de leurs différents niveaux
d’expression va permettre d’obtenir une carte détaillée de l’expression des produits de ces
gènes par les cellules au cours de leur processus de développement.  Toutefois, ce modèle
repose sur deux présupposés. Premièrement, tous les stades de maturation au sein d’une
lignée sont présents dans une moelle normale. La moelle osseuse étant considérée comme le
réservoir de l’hématopoïèse conduisant à la production continue de cellules matures
sanguines, les cellules en voie de maturation restent dans la moelle jusqu’au moment où elles
gagnent la circulation sous leur forme mature. Deux exceptions : les plasmocytes qui
retournent dans la moelle après une stimulation antigénique et les lymphocytes T qui
retournent dans la moelle après une maturation se déroulant dans le thymus. Ensuite, le
processus de maturation doit être considéré comme un processus dynamique. L’apparition ou
la disparition des antigènes ne se produisent pas de façon brusque. On observe plutôt une
modulation de l’expression de ces marqueurs au cours du processus de maturation, un même
marqueur pouvant être présent à différents stades de maturation mais avec des niveaux
d’expression différents. Certains marqueurs peuvent êtres exprimés à un stade précoce du
processus de maturation, disparaissent à certains stades pour réapparaître plus tard dans le
processus de développement.
En combinant une série de marquages multiples, il devient ainsi possible non seulement
d’identifier la lignée à laquelle appartient chaque cellule mais aussi son stade de maturation
au sein d’une lignée donnée. Le tri physique des cellules permettant d’établir une coorélation
entre les groupes de cellules identifiées par CMF et leurs caractéristiques morphologiques et
cytochimiques.
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C. Expression du CD45 par les cellules médullaires normales

Toutes les cellules hématopoïétiques expriment le CD45 au cours de leur développement.
L’expression du CD45 va persister sur les leucocytes tout au long de leur vie à l’exception des
plasmocytes tandis que les érythrocytes et les plaquettes perdent l’expression de ce marqueur
au cours de leur différenciation.

Cette figure  illustre les possibilités offertes par l’utilisation du CD45 en association avec le
SSC pour identifier différents groupes de cellules au sein d’une suspension de cellules
médullaires obtenues après lyse des globules rouges. Cette approche permet de mettre en
évidence cinq groupes principaux de cellules. Les lymphocytes, colorés en rouge, sont
caractérisés par l’intensité la plus forte du CD45 et le signal le plus faible en SSC. Les
cellules vertes englobent les cellules de la lignée érythroïde caractérisées par la négativité
pour le CD45 et un faible signal en SSC. Les cellules violettes correspondent aux monocytes
qui montrent une  expression  du CD45 un peu plus faible que celle des lymphocytes et des
caractéristiques intermédiaires en SSC entre les lymphocytes et les cellules myéloïdes. Les
cellules colorées en bleu correspondent aux progéniteurs montrant l’expression la plus faible
du CD45 avec des caractéristiques de SSC variables, proche de celles des lymphocytes ou des
monocytes.Enfin, les cellules orange englobent les cellules myéloïdes caractérisées par les
signaux les plus intenses en SSC et une expression faible du CD45.  Le second dot-plot
permet d’observer les caractéristiques de FSC-SSC (taille-granularité) de chacun des groupes
de cellules identifiées sur le dot-plot SSC-CD45. De plus, à partir de cette approche, il est
possible d’avoir une idée de la maturation des cellules pour chacun des groupes de cellules
identifiées du fait de l’augmentation ou de la diminution de l’expression du CD45 avec la
maturation. Ainsi ,les progéniteurs peuvent être identifiés non seulement par leur expression
du CD34 mais aussi par l’expression faible du CD45. Les progéniteurs de la lignée myéloïde
montrent un signal plus intense en SSC que les progéniteurs de la lignée lymphoïde pour un
niveau identique d’expression du CD45. Les cellules de la lignée érythroïde montrent une
diminution de l’expression du CD45 depuis le stade d’érythroblaste jusqu’au stade
d’érythrocyte mature,les cellules les plus matures étant négatives pour le CD45. Par contraste,
les progéniteurs de la lignée lymphoïde B vont montrer une augmentation progressive de
l’expression du CD45 avec leur maturation pour atteindre une expression maximale au stade
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de lymphocyte mature. Au niveau des cellules de la lignée myéloïde, les modifications de
l’expression du CD45 avec la maturation sont moins marquées. L’expression du CD45 reste
faible pendant la majorité du processus de maturation pour ne montrer qu’une faible
augmentation d’expression lors du passage du métamyélocyte vers le neutrophile segmenté.
Au niveau des monocytes, on observe une augmentation marquée de l’expression du CD45 du
monoblaste jusqu’au monocyte associée à peu de modifications des caractéristiques de SSC.
Comme nous venons de le voir, l’analyse du niveau d’expression du CD45 en association
avec le SSC offre un outil intéressant pour l’étude des cellules du compartiment
médullaire. Toutefois, pour étudier plus en détail les événements qui vont se produire au cours
des processus de différentiation et de maturation des cellules médullaires, on doit faire appel à
des procédures plus complexes.  L’objet des prochains paragraphes sera d’étudier le
développement des cellules médullaires en partant des cellules les plus immatures pour
aboutir aux cellules les plus matures pour les différentes lignées hématopoïétiques.
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D. Analyse du compartiment des progéniteurs

Les cellules les plus jeunes retrouvées au niveau médullaire peuvent être analysées en
sélectionnant les cellules montrant une positivité pour le CD34. Ces cellules constituent une
population hétérogène de cellules avec des propriétés variables quant aux possibilités de
donner naissance aux cellules des différentes lignées hématopoïétiques, de la cellule souche
pluripotente, capable de donner naissance à toutes les cellules hématopoïétiques, aux
progéniteurs les plus engagés capables de ne donner naissance qu’aux cellules d’une seule
lignée.  En sélectionnant les cellules se trouvant dans une fenêtre englobant les cellules
mononucléées, et en construisant un dot-plot SSC/CD34, on peut observer une expression
variable du CD34 par les cellules positives pour ce marqueur. Les progéniteurs les moins
engagés dans une lignée montrant une positivité plus marquée pour le CD34 que les cellules
plus loin dans le processus de différentiation. En réalisant différents marquages en trois
couleurs associant le CD34 à deux autres marqueurs, il devient possible d’étudier plus en
détail le compartiment de ces cellules. Une analogie entre des cellules montrant des
caractéristiques bien précises au niveau de leur phénotype « immunologique » avec les
différents types de progéniteurs mis en évidence par des expériences de culture cellulaire peut
être établie.
Le tableau ci-dessous décrit les mélanges d’anticorps que nous utilisons en association avec le
CD34 pour étudier le compartiment des cellules souches ainsi que les différents types de
progéniteurs pouvant être mis en évidence pour chaque combinaison.
La figure suivante montre l’analogie qui peut être faite entre l’immunophénotype des cellules
"souches" et les différents types de progéniteurs mis en évidence par des expériences de
culture cellulaire. 

Description du panel pour l’étude des progéniteurs.

PC5 FITC PE Type cellulaire
CD34 Auto Auto
CD34 CD45 CD19 Prog Ly B
CD34 CD2 CD13 CFU-Blaste ; CFU-MIX ; Prog Ly T ; Prog NK
CD34 CD13 CD7 CFU-Blaste ; CFU-MIX ; Prog Ly T ; Prog NK
CD34 CD13 CD56 CFU-Blaste  ; Prog NK
CD34 CD15 CD33 CFU-GM ; CFU-G ; CFU-M
CD34 CD61 CD33 CFU-MEG
CD34 CD36 CD11c CFU-MEG ; BFU-E ;CFU-E ; CFU-M
CD34 HLA-Dr CD117 CFU-Blaste ;CFU-MIX ;CFU-GM ;CFU-G ;CFU-M
CD34 CD38 CD90 LTC-IC ; CFU-Blaste 
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LTC-IC CFU-Blaste

Prog Ly B

Prog NK

Prog Ly T

CFU-Mix

CFU-GM

CFU-G

CFU-M

BFU-E
CFU-E

CFU-MEG

+/- 1%

+/- 1%

5 - 40%
+/- 42%

+/- 8%

+/- 5%

+/- 20%

+/- 4%

CD34++
CD90+/++
Dr -/+
CD38-

CD34++
CD90+/-
Dr+
CD38+
CD13-/+
CD33-/+
(CD117)
(CD7)

CD34++/+
Dr+
CD38+
CD13+/-
CD33+/-
CD56
CD7

CD34++/+
Dr+
CD38+
CD13+/-
CD33+/-
CD2
cyCD3

CD34++
CD117+
Dr+
CD38+
CD13+
CD33+
(CD2)
(CD7)

CD34++/+
Dr+
CD13+/-
CD33+/-
CD61+/++
(CD36)
CD41
CD42

CD34++/+
CD117+
CD13+/-
CD33+/-
CD38+
CD36++
Antigène H
Glycophorine A

CD34++/+
CD117+
Dr+
CD13+
CD33+
CD11c -/+
CD15-/+

CD34+
CD117+
Dr+
CD13+/++
CD33+/++
CD11c +
CD15+
CD65-/+

CD34+
CD117+
Dr+
CD13++
CD33++
CD11c +/++
CD36+/++
CD15+

CD34+
CD19+
Dr+
CD38+
cyCD79a

Compartiment des cellules CD34 positives dans les moelles normales

Analogie entre l’immunophénotype des cellules CD34 et les différents types de progéniteurs pouvant être mis en
évidence par des expériences de culture cellulaire. 

En observant  le diagramme ci-dessus, on peut dégager certaines généralités quant aux
processus qui se déroulent au cours de la maturation des cellules « souches » médullaire. Tout
d’abord, on va observer une diminution progressive de la densité d’expression du CD34 au
fur et à mesure que les cellules vont s’engager dans une voie de différentiation. Cette
diminution de l’expression du CD34 va s’accompagner de l’apparition de l’expression de
nouveaux marqueurs, le plus souvent exprimés avec une faible densité d’expression, et
signant l’entrée de ces cellules dans une voie de différenciation bien précise. Ainsi, on va
observer l’expression de CD19 par les cellules qui vont donner naissance aux cellules de la
lignée lymphoïde B, de CD2 et CD7 pour les cellules donnant naissance aux cellules de la
lignée lymphoïde T, de CD56 pour les cellules donnant naissance aux cellules de la lignée
NK, … .
Il est à noter qu’il n’est pas toujours évident d’identifier un sous-type de progéniteurs bien
caractérisé par des expériences de culture cellulaire avec un phénotype précis à l’aide de nos
combinaisons d’anticorps. Un même phénotype peut être associé à plusieurs progéniteurs.
Ainsi des cellules de type CFU-Blaste, CFU-Mix ou les progéniteurs de la lignée lymphoïde
T ou NK vont montrer un immunophénotype très proche. Toutefois, cette approche nous
permet d’avoir une bonne image du compartiment des cellules souches hématopoïétiques.
Pour illustrer le type d’images que nous obtenons, nous avons choisi une des
moelles normales  prélevées au cours d’intervention de chirurgie cardiaque qui nous a permis
d’établir des valeurs normales pour l’interprétation des résultats des typages réalisés sur
ponction médullaire. La procédure suivie est la suivante. Une première fenêtre (R1) va être
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réalisée sur un histogramme biparamétrique combinant le FSC et la FL4.
Pour améliorer la qualité des images obtenues et éviter les fixations non spécifiques par les
cellules mortes, nous ajoutons au moment du passage de nos tubes sur le cytomètre un
colorant vital, le To-Pro-3 iodide. Ce colorant va nous permettre d’exclure les cellules mortes
de notre analyse. Les cellules vivantes sont capables d’exclure ce colorant et ne donnent pas
de signal dans ce canal de fluorescence. Ensuite, sur un histogramme biparamétrique FSC-
SSC ne reprenant que les cellules viables, nous créons une nouvelle fenêtre englobant les
cellules mononucléées (R2).  Une fenêtre logique combinant ces deux premières fenêtres (R1
and R2) va être créée et nous permet de sélectionner les cellules CD34 positives sur un
histogramme biparamétrique combinant le SSC et le CD34. Une fenêtre (R3) est réalisée pour
englober les cellules mononucléées montrant une positivité pour le CD34. La combinaison de
ces trois fenêtres (R1 and R2 and R3) nous permettant de centrer notre analyse sur les cellules
souches. Pour chacune des combinaisons de notre panel, nous allons construire un
histogramme biparamétriques associant FL1 et FL2. Le placement des curseurs permettant de
distinguer les cellules positives et négatives pour un marqueur donné est réalisé sur le tube ne
contenant que le CD34  qui nous permet de déterminer l’autofluorescence des cellules
souches. Un histogramme  biparamétrique FSC-SSC est aussi réalisé pour observer la
distribution des  cellules CD34 en taille-granularité.

     

                                                  
En observant le dot-plot FSC-SSC , on constate une hétérogénéité de la taille et dans une moindre
mesure de la granulatité des cellules. Les cellules les plus petites correspondant aux progéniteurs les
plus jeunes et aux progéniteurs des lignées lymphoïdes alors que les cellules de grande taille
correspondent aux progéniteurs myélo-monocytaire.

10 10 10 10 100 1 2 3 4

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.002
CD45 FITC ->

0 256 512 768 1024

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.002
FSC-Height ->

Ces deux histogrammes biparamétriques vont nous donner une idée de la proportion de progéniteurs
de la lignée lymphoïde B montrant une positivité pour le CD19 et colorées en jaune. Elles représentent
environ 12% de la totalité des cellules CD34 positives. L’observation du dot-plot FSC-SSC montre
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que les progéniteurs de la lignée B font partie des cellules les plus petites parmi les cellules CD34
positives.

10 10 10 10 100 1 2 3 4

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.003
CD2 FITC ->

0 256 512 768 1024

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.003
FSC-Height ->

 
10 10 10 10 100 1 2 3 4

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.004
CD13 FITC ->

 
0 256 512 768 1024

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.004
FSC-Height ->

Ces quatres histogrammes biparamétriques montrent en vert les cellules montrant une positivité pour
le CD2 ou le CD7 correspondant à des progéniteurs de la lignée lymphoïde T. A noter la présence de
cellules de grande taille exprimant le CD7 qui peuvent correspondre à des CFU-MIX. La proportion
des cellules CD34 montrant une positivité pour le CD2 est de 2.8% alors qu’on retrouve 10% de
cellules montrant une positivité pour le CD7.

10 10 10 10 100 1 2 3 4

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.005
CD13 FITC ->

0 256 512 768 1024

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.005
FSC-Height ->

Ces deux histogrammes biparamétriques nous permettent d’observer les cellules montrant une
positivité pour le CD56 qui correspondent à des progéniteurs de la lignée NK. Ces cellules
représentent environ 2.9% de la totalité des cellules CD34 analysées.

10 10 10 10 100 1 2 3 4

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.006
CD15 FITC ->

 
0 256 512 768 1024

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.006
FSC-Height ->

L’analyse de cet histogramme biparamétrique nous permet de mettre en évidence les progéniteurs de
la lignée myéloïde coexprimant le CD33 et le CD15 et colorées en bleu clair (CFU-G). Il est à noter
que ces cellules montrent les signaux les plus intenses en FSC et SSC. Ces cellules représentent
environ 8.8%  des cellules CD34 positives. 

10 10 10 10 100 1 2 3 4

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.007
CD61 FITC ->

 
0 256 512 768 1024

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.007
FSC-Height ->

Ces deux histogrammes biparamétriques nous permettent d’observer les cellules montrant une
positivité pour le CD61 qui correspondent aux CFU-MEG. À noter l’expression du CD33 par une
petite proportion de ces cellules ainsi que l’augmentation de l’expression du CD61 avec la disparition
de l’expression du CD33. Ces cellules représentent environ 4.4%  de la totalité des cellules CD34.
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10 10 10 10 100 1 2 3 4

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.008
CD36 FITC ->

 

0 256 512 768 1024

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.008
FSC-Height ->

L’analyse de cette image nous permet de mettre en évidence les progéniteurs de la lignée myéloïde qui
montrent une expression faible du CD11c (CFU-G) et sont colorées en bleu foncé. Les progéniteurs de
la lignée monocytaire montrent une expression du CD36 et du CD11c (CFU-M) et sont colorées en
bleu clair tandis que les progéniteurs de la lignée érythroïde et plaquettaire montrent une expression
variable du CD36 (BFU-E,CFU-E et CFU-MEG) et sont colorées en vert. Il est à noter que
l’expression du CD11c par les précurseurs de la lignée myéloïde précède l’expression du CD15. Les
cellules montrant une positivité pour le CD11c représentent environ 38% de la totalité des cellules
CD34, les cellules CD11c+CD36+ environ 4.7% et les cellules CD36 environ 25%.

10 10 10 10 100 1 2 3 4

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.009
Anti-HLA-DR FITC ->

 
0 256 512 768 1024

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.009
FSC-Height ->

Cet histogramme biparamétrique nous permet de mettre en évidence des cellules colorées en bleu clair
qui exprimant le Dr et le CD117. Elles correspondent en majorité à des CFU-MIX. Les cellules
positives uniquement pour le Dr (colorées en vert) vont correspondre en majorité à des progéniteurs de
la lignée lymphoïde B.  Enfin, les cellules uniquement positives pour le CD117 (colorées en bleu
foncé) correspondent à des cellules de la lignée érythroïde.

10 10 10 10 100 1 2 3 4

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.010
CD38 FITC ->

 

0 256 512 768 1024

2000.02.14_PM_CS_JOL_WAN.SI.010
FSC-Height ->

Cette dernière image va nous permettre d’observer les cellules les plus immatures dont les cellules
CD90+CD38- correspondant au LTC-IC colorées en bleu foncé  et les cellules CD38+CD90+/++
(colorées en bleu clair) qui correspondent en majorité aux CFU-Blastes. Les cellules CD90+CD38-
représentent environ 3% et les cellules CD90+CD38+ environ 14% de la totalité des cellules CD34 positives.
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Nous avons développé cette approche pour l’étude des échantillons médullaires dans le cadre
des MDS débutante. Au début de cette pathologie, lorsque l’excès de cellules blastiques n’est
pas important (< 5%), il n’est pas toujours évident de déterminer avec certitude le diagnostic
lorsque les signes de dysplasie ne sont pas majeurs. En adoptant cette approche, nous avons
essayé de déterminer la possibilité de trouver des anomalies touchant le compartiment des
progéniteurs qui  pourraient conforter les observations de l’examen cytologique de
l’échantillon. Cette étude en cours semble donner des résultats intéressants qu’il faudra
confirmer.
De plus, la connaissance de ce compartiment nous permet de mieux caractériser du point de
vue immunologique les leucémies aiguës peu différenciées malaisées à bien caractériser par
l’analyse morphologique.
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E. Analyse de la maturation des cellules de la lignée lymphoïde B.

Ce compartiment est sans doute celui qui a été le plus étudié du point de vue de la
maturation des cellules. La figure suivante vous illustre les différents stades de maturation qui
ont pu être mis en évidence depuis le CFU-Blaste jusqu’au plasmocyte. 

CFU-Blast

Pro-B

Pré-Pré-B Pré-B       B
Précose

         B
Intermédiaire

    B
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Voie de maturation des cellules de la lignée lymphoïde B

 À chacun de ces stades peut être associé un phénotype bien précis. Il est à noter que le
CD19, le cyCD79a et le Dr vont êtres exprimés par toutes les cellules durant le processus de
maturation pour ne disparaître qu’au stade de plasmocyte. 
Les deux premiers stades (Pro-B et Pré-Pré-B) regroupent des cellules caractérisées par
l’expression de la TdT, du CD34 et du CD10. Le CD22 est exprimé au départ dans le
cytoplasme des cellules, mais apparaît rapidement avec une faible densité d’expression en
surface. Au stade Pro-B, le CD34 est exprimé plus fortement que le CD10, le CD22 est
exprimé principalement dans le cytoplasme et très faiblement en surface.
Le passage au stade Pré-Pré-B est caractérisé par une diminution de la densité d’expression du
CD34 s’accompagnant d’une augmentation de la densité d’expression du CD10 et du sCD22.
Au stade Pré-B, les cellules perdent l’expression du CD34, de la TdT et montrent une
expression maximale du CD10. L’expression du CD22 continue d’augmenter en surface alors
que des chaînes u apparaissent dans le cytoplasme de ces cellules. Le passage au stade B
précoce va être caractérisé par la disparition progressive du CD10, l’augmentation de
l’expression du sCD22, l’apparition du CD20 et de chaînes Ig D et Ig M en surface.
L’apparition des chaînes d’Ig s’accompagne de l’expression du CD79b. Du stade de B
précoce jusqu’au stade de B mature, on va observer une augmentation progressive de la
densité d’expression du CD20, du sCD22, des chaînes légères et lourdes d’Ig ainsi que du
CD79b. Leur densité maximale d’expression est atteinte au stade de lymphocyte B mûr. À ce
stade, les cellules expriment le FMC7. C’est sous cette forme que les cellules vont circuler
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dans l’organisme. En cas de stimulation antigénique, les cellules vont acquérir le CD38 et
montrer une expression intracytoplasmique des chaînes d’Ig (Immunoblaste). Ces cellules
vont rejoindre la moelle pour poursuivre leur maturation en plasmocytes. Le stade
d’immunocyte est caractérisé par la perte du FMC7, l’augmentation de l’expression du CD38
et des chaînes d’Ig intracytoplasmiques. Ces cellules commencent à exprimer le CD138 avec
une faible densité d’expression. Les plasmocytes sont caractérisés par la perte de tous les
marqueurs, y compris le CD45, pour n’exprimer que le CD138, le CD38 avec une expression
forte, le cyVS38 ainsi que les chaînes d’Ig intracytoplasmiques.
La figure ci-dessous résume sous forme graphique la modulation du niveau d’expression des
différents marqueurs impliqués dans le processus de maturation des cellules de la lignée
lymphoïde B jusqu’au stade de lymphocyte B mature.

Pro-B Pré-Pré-B Pré-B      B
Précose

         B
Intermédiaire

    B
Mature

CD45

CD34
CD10

CD22

CD20 Kappa, Lambda
CD79b

FMC7

Modulation du niveau d’expression des différents marqueurs au cours de la maturation des lymphocytes B

cyIG (CD5)

En nous basant sur ces données, nous avons choisi 3 combinaisons en triple marquage pour
étudier la maturation des cellules B dans nos ponctions médullaires. Le tableau ci-dessous
reprend les anticorps que nous associons pour chaque combinaison. 

FL1 FL2 FL3 FL4
Tube 4 Lambda FITC CD19 PE CD20 PcP TP-3
Tube 5 Kappa FITC CD19 PE CD20 PcP TP-3
Tube 10 CD10 FITC CD22 PE CD19 PcP-Cy5.5 TP-3

En partant de données obtenues dans des ponctions médullaires en sortie d’aplasie, nous
allons vous montrer qu’il est possible de reconstituer le chemin suivi par les cellules B au
cours de leur maturation. 
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 Les images suivantes correspondent à une première moelle réalisée en tout début de la
régénération des cellules de la lignée lymphoïde B.
Les images concernent les cellules viables montrant une positivité pour le CD19.

     
Dans cette ponction médullaire, la majorité des cellules CD19 montrent une positivité pour le
CD10 et le CD22 pouvant évoquer des cellules d’une LLA-B. L’observation des images du
CD20  en association avec les chaînes légères d’Ig montre une expression variable de ces
molécules. Depuis des cellules négatives pour le CD20 et les chaînes kappa ou lambda à des
cellules montrant une expression marquée du CD20 et des chaînes légères d’Ig. Ces différents
éléments nous permettent de conclure à un début de régénération des cellules de la lignée
lymphoïde B et non à une rechute de leucose aiguë. À noter, en outre, une grande disparité de
taille de ces cellules, les plus grandes correspondant aux cellules les plus immatures.

   

Dans cette seconde ponction, plus loin dans le processus de régénération, on observe aussi
une composante non négligeable de cellules exprimant le CD10 et le CD22 mais aussi des
cellules négatives pour le CD10 montrant une expression forte du CD22. L’observation des
images du CD20 montre une majorité de cellules montrant une expression forte de ce
marqueur ainsi que des chaînes légères Kappa ou Lambda. De plus, on observe une
diminution de la proportion des cellules de grande taille. L’observation de ces images nous
permet de conclure à l’existence de cellules normales exprimant  le CD10, le CD22, le CD20
ainsi que chaînes légères Kappa ou Lambda.

   

Cette dernière situation correspond à une moelle normale constituée en majorité de cellules en
fin de maturation montrant une expression marquée du CD20, du CD22, négatives pour le
CD10 et exprimant des chaînes légères Kappa ou Lambda. On retrouve une faible proportion
de cellules négatives pour tous les marqueurs qui correspondent aux cellules les plus
immatures et à des plasmocytes jeunes. Une faible proportion des cellules montrent une
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expression variable du CD10, du CD22, du CD20 et des chaînes légères Kappa ou Lambda.
 
Revenons à notre première moelle pour observer les images d’un triple marquage que nous
utilisons dans notre panel d’orientation pour étudier la maturation des cellules myéloïdes et
pour déterminer la proportion des progéniteurs exprimant le CD34. Le tableau ci-dessous
reprend la composition de cette combinaison. 

FL1 FL2 FL3 FL4
Tube 12 CD34 FITC CD33 PE CD13 PECY5 TP3-I

Les images ci-dessous concernent les cellules CD34 viables. Dans une moelle normale, la
majorité des cellules CD34 vont exprimer le CD13 et le CD33. Dans cette moelle présentant
un intense début de régénération des cellules de la lignée lymphoïde B, on retrouve une
proportion importante de cellules CD34 négatives pour le CD13 et le CD33. Ces cellules
correspondent en majorité à des progéniteurs de la lignée lymphoïde B. Ainsi, si on associait
le CD34 avec le CD10 et le CD22, on pourrait observer des cellules de la lignée lymphoïde B
exprimant le CD34 parmi les cellules montrant une forte expression du CD10 et une
expression faible du CD22.

 

 

L’analyse des quatre derniers histogrammes biparamétriques combinant le FSC ou le SSC
avec le CD13 ou le CD33 montre que  les progéniteurs de la lignée lymphoïde B sont les
cellules les plus petites, donnant les plus faibles signaux en SSC parmi les progéniteurs de cet
échantillon.
En associant les images de cette combinaison  avec les trois autres décrites ci-dessus, nous
disposons d’un outil puissant pour déterminer si un excès de cellules immatures de la lignée
lymphoïde B signe un processus régénératif ou une néoplasie débutante.
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F. Maturation des cellules de la lignée lymphoïde T

Bien que les progéniteurs de la lignée lymphoïde T quitte rapidement le compartiment
médullaire pour poursuivre leur maturation  au niveau du thymus, il est intéressant de
connaître les différentes étapes de la maturation de ces cellules pour nos aider à comprendre la
classification des leucémies aiguës de la lignée lymphoïde T.
Le schéma ci-dessous résume l’ensemble des événements qui vont se produire pour aboutir à
la formation des lymphocytes T matures. C’est sous cette forme que la majorité des cellules
de la lignée lymphoïde T vont se présenter dans un échantillon médullaire.
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      Pro 
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Thymocyte
  commun

Thymocyte
  Précose

NK

Thymocyte
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Thymocyte
   Mature
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Ly T
CD8
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CD13-/+
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(CD117)
(CD7)
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Dr
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TdT

CD2
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CD1a
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CD5
CD7
CD4-CD8
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(TcR-CD3)
(CD10)
TdT CD2

CD5
CD7
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(cyCD3)
TcR-CD3
(TdT)

CD2
CD5
CD7
CD4
TcR-CD3

CD2
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CD7
CD8
(cyCD3)
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(TdT)
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CD5
CD7
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Dr
CD34++
CD13-/+
CD33-/+
CD7
CD56

(Dr)
(CD2)
(CD7)
(CD8)
(CD57)
CD16
CD56

Maturation des cellules de la lignée lymphoïde T et NK

Thymus

Suivons les différentes étapes qui conduisent à la production des cellules matures de la
lignée lymphoïde T. Les cellules progénitrices  de la lignée lymphoïde T sont issues du CFU-
Blaste. Elles sont caractérisées par l’expression du Dr, du CD34, de la TdT et montrent une
positivité pour le CD2 et le CD7. Il est à noter qu’une petite proportion de ces cellules
peuvent  montrer une expression faible du CD13, du CD33 ainsi que du CD3 dans leur
cytoplasme (cyCD3).
Ces cellules vont gagner le thymus pour y poursuivre leur maturation. Au stade de Pro
Thymocyte, les cellules montrent toutes une expression du cyCD3, du CD34, du Dr, du CD2,
du CD7 et de la TdT. Ensuite, les cellules vont perdre l’expression du Dr, du CD34 et
acquérir l’expression de CD5. On parle alors de Thymocyte précose. Au stade suivant, les
cellules vont exprimer le CD1a, le CD2, le cyCD3, le CD5, le CD7, le CD4 et le CD8. Elles
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restent positives pour la TdT et commencent à exprimer avec une faible densité d’expression
du CD3 en surface. Une certaine proportion de ces cellules montrent une positivité pour le
CD10. On parle alors de « Thymocyte » commun. Ensuite, ces cellules vont perdre
l’expression de la TdT et montrer une expression du sCD3 ainsi que du CD4 ou du CD8 selon
le type de cellules matures auxquelles elles vont donner naissance. On parle alors de
« Thymocyte mature ». Ces cellules vont quitter le thymus pour circuler dans l’organisme
sous forme de lymphocytes T matures.

Dans notre panel d’orientation, nous allons utiliser 3 combinaisons en triple marquage
pour étudier la population des lymphocytes T présents au niveau médullaire ainsi que les
cellules NK. Le tableau ci-dessous vous indiquant les mélanges d’anticorps que nous
réalisons pour ces trois combinaisons.

FL1 FL2 FL3 FL4
Tube 3 CD5 FITC CD19 PE CD3 PcP TP-3
Tube 7 CD4 FITC CD8 PE CD3 PcP TP-3
Tube 8 CD2 FITC CD56PE CD3 PcP TP-3

Les images suivantes vous illustrent le type d’images que nous obtenons avec ces
combinaisons dans une moelle normale en ciblant les cellules mononucléées viables.
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L’analyse de cette première combinaison montre une majorité de cellules colorées en
jaune correspondant à des lymphocytes T matures exprimant le CD5 et le CD3. Les cellules
en bleu correspondent aux lymphocytes B montrant une positivité pour le CD19. En bleu
clair, on peut observer une petite population de lymphocytes B CD19+CD5+. Les cellules en
vert correspondent à une sous-population de cellules NK positives pour le CD5.
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L’analyse des images de cette seconde combinaison nous permet d’observer les
lymphocytes T CD4 en jaune. Les cellules vertes correspondent aux monocytes qui montrent
une expression faible du CD4. En violet, on peut voit les lymphocytes T CD8 exprimant le
CD3 et le CD8. Enfin, les cellules en bleu correspondent à une sous-population de cellules
NK exprimant avec une densité variable le CD8.
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Cette troisième combinaison nous permet de mettre en évidence des cellules colorées en jaune
qui correspondent à des lymphocytes T matures exprimant le CD2 et le CD3. Les cellules
colorées en bleu clair correspondant aux cellules NK qui montrent pour la plupart une
expression du CD56 et du CD2. Les cellules en bleu foncé correspondent à une sous-
population de cellules NK ne montrant pas de positivité pour le CD2. Enfin, les cellules
colorées en noir expriment le CD2, le CD3, le CD56 et correspondent à des lymphocytes T
cytotoxiques non restreints par le CMH.
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F. Maturation des cellules des autres lignées

La figure suivante illustre le développement des cellules de la lignée myéloïde,
monocytaire, érythroïde et plaquettaire depuis le stade de CFU-Mix.
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   CFU-M Promonocyte Monocyte
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   CFU-G Promyélocyte Myélocyte

Granulocyte

TdT
Dr
CD34
CD117
(CD13)
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CD13+++
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CD11c+++
CD36+++
CD15+
(CD14+)
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(Dr)
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CD117
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(CD15)
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CD36,CD61,CD42, CD41,(CD9) CD36,CD61,CD42,CD41,CD9

Nous allons reprendre chacune des lignées pour décrire les modifications qui vont se
produire pour arriver au stade de cellule matures. Pour chacune de ces lignées, nous allons
vous illustrer les images que nous obtenons à partir des combinaisons d’anticorps que nous
avons choisi d’inclure dans notre panel d’orientation. 

1 . Maturation des cellules de la lignée myéloïde-monocytaire.

Au stade de CFU-Mix, les cellules montrent une expression du Dr, du CD34, du
CD117 ainsi qu’une expression faible du CD13 et du CD33 pour une certaine partie de ces
cellules. Au stade de CFU-GM, les cellules vont montrer une augmentation de l’expression du
CD13 et du CD33, garder une positivité pour le Dr, le CD34, le CD117 et exprimer avec une
faible densité d’expression le CD11c et le CD36. L’engagement vers la lignée myéloïde
(CFU-G) est caractérisé par la disparition du CD36 et l’augmentation d’expression du CD11c
alors que les cellules s’engageant vers la lignée monocytaire (CFU-M) vont montrer une
augmentation de l’expression du CD36 et du CD11c ainsi que du CD13 et du CD33.
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A. Maturation des cellules de la lignée myéloïde

Les CFU-G vont donner naissance aux myéloblastes qui vont être caractérisé par la
diminution de l’expression du CD34, du CD13, du Dr et une augmentation de la proportion de
cellules exprimant le CD11c. Ces cellules commencent à exprimer le CD15 avec une
expression faible et montrent une expression maximale du CD33. Au stade de promyélocyte,
les cellules perdent l’expression du CD34 et du Dr . L’expression du CD11c augmente
faiblement, le CD15 est exprimé par la majorité de ces cellules. Le CD117 n’est plus exprimé
que par une petite proportion de ces cellules. Une diminution importante de l’expression du
CD13 et une augmentation importante des caractéristique de SSC signent le passage du
promyélocyte vers le myélocyte.
Les myélocytes vont être caractérisés par une expression faible du CD13 et montrent une
augmentation de la densité d’expression du CD15, du CD11c et l’apparition de l’expression
du CD11b et du CD66. L’expression du CD33 commence à diminuer. Le passage du
myélocyte au métamyélocyte est caractérisé par l’augmentation d’expression du CD66 qui
devient maximale. Les cellules voient une augmentation de la densité d’expression du CD11b,
du CD11c, du CD13 et du CD15. Ce stade est caractérisé par l’apparition du CD16 avec une
faible densité d’expression. La densité d’expression du CD33 continue à diminuer. Enfin, la
densité d’expression du CD11b, du CD13, du CD16 va continuer d’augmenter pour atteindre
leur densité maximale d’expression au stade de granulocyte mature. La densité d’expression
du CD33 continue à diminuer pour ne plus être exprimé que faiblement par les granulocytes
circulants.
Le schéma ci-dessous résume la modulation de la densité d’expression des différents
marqueurs impliqués dans le processus de maturation des cellules de la lignée myéloïde.

CFU-GM Myéloblaste Promyélocyte Myélocyte
Métamyélocyte
         Band Granulocyte

HLA-Dr

CD34

CD117

CD33

CD13

CD11c

CD15

CD66

CD15

CD66

CD11b

CD11b

CD11c

CD33

CD13

CD16

CD16

Modulation de la densité d’espression des marqueurs au cours de la maturation des cellules myéloïdes
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Dans notre panel d’orientation, nous utilisons deux combinaisons de trois marqueurs
pour étudier le compartiment des cellules myéloïdes. Le tableau ci-dessous reprend les
différents anticorps combinés dans chacun des tubes. 

FL1 FL2 FL3 FL4
Tube 11 CD16 FITC CD13 PE CD66 PECY5 TP-3
Tube 12 CD34 FITC CD33 PE CD13 PECY5 TP-3

Pour illustrer le type d’image que nous obtenons, nous allons partir d’une moelle
normale et ne sélectionner que les cellules viables montrant un signal de SSC plus élevé que
celui des monocytes qui correspondent aux cellules granuleuses.
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L’analyse de ces images nous permet de mettre en évidence des cellules colorées en bleu qui
montrent une expression variable du CD13, une expression négative ou faible du CD66 et
l’absence d’expression du CD16. Ces cellules correspondent en majorité à des promyélocytes.
On peut observer des cellules colorées en rouge. Ces cellules montrent une positivité pour le
CD66, une expression faible du CD13 et n’expriment pas le CD16. Il s’agit en majorité de
myélocytes. Les cellules colorées en jaune correspondent aux métamyélocytes et aux
granulocytes mûrs. Elles sont positives pour le CD66 et montrent une expression variable du
CD13 et du CD16. Les cellules montrant une expression maximale pour le CD13 et le CD16
correspondent aux granulocytes matures.  Nous allons garder les mêmes couleurs pour
observer les mêmes types de cellules pour la combinaison associant le CD13, le CD33 et le
CD34. Il est à noter qu’il est moins facile de réaliser une distinction nette entre les différents
stades de maturation en nous basant sur cette combinaison montrant bien le processus continu
de modulation de l’expression des marqueurs au cours du processus de maturation.
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Cette combinaison peut aussi être utilisée pour étudier le compartiment des cellules
mononucléées. Elle nous donne la possibilité d’étudier les progéniteurs et de mettre en
évidence les cellules de la lignée monocytaire qui montrent une expression forte du CD13 et
du CD33. Les cellules en violet correspondent aux monocytes et les cellules en bleu aux
promyélocytes.
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En ciblant les cellules mononucléées viables montrant une positivité pour le CD34, il
est possible d’étudier le compartiment des progéniteurs constitué en majorité de cellules
exprimant le CD13 et le CD33 qui correspondent principalement à des progéniteurs de la
lignée myélo-monocytaire. Il est à noter l’expression variable du CD13 et du CD33 par ces
cellules correspondant à des stades de maturation différents.
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B. Maturation des cellules de la lignée monocytaire

Le CFU-M va donner naissance au monoblaste caractérisé par une diminution
de l’expression du CD34 qui devient rapidement négative. Tout au cours du processus de
maturation, on va observer une augmentation de la densité d’expression du CD13, du CD33,
du CD11c, du CD36 ainsi que du CD11b qui devient maximale au stade de monocyte mature.
Le passage  du promonocyte au monocyte est caractérisé par l’apparition de l’expression du
CD14. Il est à noter que les cellules de la lignée monocytaire vont garder l’expression du Dr
tout au long du processus de maturation. On observe une légère diminution du niveau
d’expression de cette molécule jusqu’au stade de monocyte mature et une élévation marquée
de l’expression du CD45 depuis le monoblaste jusqu’au monocyte mature. Le CD15 est
exprimé par les cellules de cette lignée mais avec une plus faible densité d’expression que les
granulocytes. Le schéma ci-dessous reprend sous forme graphique la modulation des
principaux marqueurs exprimés lors de la maturation des cellules monocytaire. 
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Modulation du niveau d’expression des marqueurs au cours de la matuartion des cellules de la lignée monocytaire

Dans notre panel d’orientation, nous allons pouvoir exploiter les images de
trois de nos combinaisons pour étudier le compartiment des cellules de la lignée monocytaire.
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Le tableau ci-dessous reprenant les anticorps associés dans chaque tube. 

FL1 FL2 FL3 FL4
Tube 1 CD45 FITC CD14 PE Auto TP-3
Tube 6 CD3 FITC HLA Dr PE CD45 PcP TP-3
Tube 9 CD36 FITC Glyco A PE CD45 PcP TP-3

Nous allons reprendre notre moelle normale pour observer les images typiques que
nous obtenons avec ces combinaisons.

Le tube 1 nous permet de mettre en évidence les cellules monocytaires en fin de
maturation montrant une positivité pour le CD14.
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L’observation de ces images nous permet de mettre en évidence les lymphocytes en rouge, les
monocytes en vert et les cellules de la lignée myéloïde en bleu. On voit que le fait de combiner le
CD14 avec le CD45 nous permet de cibler plus facilement les monocytes qu’en nous basant sur un
dot-plot SSC-CD45.

Le tube 6 va nous permettre de mettre en évidence les monocytes, les progéniteurs
ainsi que les lymphocytes T.
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Les cellules rouges correspondent aux cellules de la lignée myéloïde négatives pour le Dr sauf
pour de rares promyélocytes colorés en violet. Les cellules en bleu correspondant aux progéniteurs
montrant une expression faible du CD45 associée à une expression variable du Dr. En bleu clair, les
cellules de la lignée monocytaire et certains progéniteurs montrent une expression variable du Dr et du
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CD45. Ce type d’image nous montre qu’il n’est pas toujours évident de pouvoir distinguer différents
groupes de cellules du fait de la modulation de l’expression des marqueurs avec la maturation.

Enfin, le tube 9 va nous permettre d’étudier la maturation des cellules de la lignée
monocytaire et de la lignée érythroïde.
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Les cellules en noir correspondent aux cellules de la lignée monocytaire montrant une
augmentation de l’expression du CD45 et du CD36 avec leur maturation. Les cellules jaunes
correspondent à des CFU-MIX donnant naissance à des progéniteurs de la lignée monocytaire
ou érythroïde. Les cellules en vert correspondent à des cellules jeunes de la lignée érythroïde
montrant une nette diminution de l’expression du CD45 et une augmentation de l’expression
du CD36. Ces cellules n’expriment pas encore la glycophorine A. La majorité des cellules
érythroïdes  sont colorées en bleu clair. Elles montrent une positivité pour le CD36 et la
glycophorine A. Enfin, les cellules en fin de maturation montrent uniquement une positivité
pour la glycophorine A.

5. Maturation des cellules de la lignée érythroïde

Comme nous venons de le voir sur les dernières images, il est possible d’avoir
une idée de la maturation des cellules de la lignée érythroïde en étudiant l’expression du
CD45, du CD36 et de la Glycophorine A. Au stade de CFU-MIX, on peut observer des
cellules montrant une expression du CD34, du CD117, du CD13, du CD33, du CD36 et du
CD11c. Les cellules qui vont s’engager dans la lignée érythroïde vont perdre l’expression du
CD11c et montrer une augmentation de l’expression du CD36 avec la diminution de
l’expression du CD45, du CD34 puis du CD117. Les proérythroblastes peuvent être
caractérisés par une expression faible du CD45, du CD34, du CD117. Ils montrent une
positivité pour le CD36, le CD71, l’antigène H et pour la Glycophorine A pour une partie
d’entre eux. Avec la maturation, on va observer une augmentation de la densité d’expression
du CD36, du CD71 et toutes les cellules deviennent positives pour la Glycophorine A. Le
CD45 n’est plus exprimé au stade d’érythroblaste. En fin de maturation, les cellules ne sont
plus positives que pour la Glycophorine A.

6. Maturation des cellules de la lignée plaquettaire

Du stade de CFU-MIX, les cellules qui vont s’engager vers la lignée
plaquettaire vont exprimer faiblement le CD61 et le CD36. Au stade de megacaryoblaste, les
cellules vont perdre l’expression du CD45, du CD34, du CD33 et voir une augmentation de
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l’expression du CD36, du CD61. Elles vont acquérir l’expression du CD41 et du CD42 au
stade de mégacaryocyte. Les plaquettes montrant une positivité pour le CD41, le CD42, le
CD61 et le CD9.

H. Conclusions

Comme nous venons de le voir, en utilisant plusieurs combinaisons de mélanges
d’anticorps, il est possible d’étudier l’ensemble des cellules d’une ponction médullaire en
déterminant la lignée à laquelle appartient une cellule ainsi que son niveau de maturation. En
routine, nous utilisons un panel regroupant l’ensemble des combinaisons que nous vous avons
montré pour étudier nos échantillons médullaires. Ces combinaisons ont été choisies après la
lecture de différents ouvrages  traitant de ce sujet et dont les références se trouvent à la fin de
ce chapitre. Ce panel va nous servir de base pour l’analyse des ponctions médullaires qui nous
sont envoyées pour une analyse en CMF.
Le tableau ci-dessous résume la composition de l’ensemble des combinaisons de ce panel
ainsi que l’utilité de chaque combinaison.

FL1 FL2 FL3 FL4
Tube 1 CD45 FITC CD14 PE Auto TP-3 Leucocytes, Monocytes

Tube 2 Auto Auto Auto TP-3

Tube 3 CD5 FITC CD19 PE CD3 PcP TP-3 Ly B et Ly T, Ly B CD19+CD5+

Tube 4 Lambda FITC CD19 PE CD20 PcP TP-3 Maturation et clonalité Ly B

Tube 5 Kappa FITC CD19 PE CD20 PcP TP-3 Maturation et clonalité Ly B

Tube 6 CD3 FITC Dr PE CD45 PcP TP-3 Ly T activés, Blastes, Monocytes

Tube 7 CD4 FITC CD8 PE CD3 PcP TP-3 Ss-population Ly T et NK

Tube 8 CD2 FITC CD56 PE CD3 PCP TP-3 Maturation Ly T et NK

Tube 9 CD36 FITC Glyco A PE CD45 PcP TP-3 Maturation monocytaire et érythroïde

Tube 10 CD10 FITC CD22 PE CD19 PcP-Cy5.5 TP-3 Maturation Ly B

Tube 11 CD16 FITC CD13 PE CD66 PECY5 TP-3 Maturation Myéloïde

Tube 12 CD34 FITC CD33 PE CD13 PECY5 TP-3 Maturation Myéloïde et blastes

Dans la majorité des cas, l’utilisation de ce panel nous permet d’orienter notre diagnostic. En
fonction de l’analyse des résultats obtenus avec ce panel, nous allons décider des
combinaisons supplémentaires de marqueurs à mettre en route pour mieux préciser la nature
des cellules anormales que nous aurions mises en évidence. Notre choix sera réalisé en nous
basant sur les marqueurs inclus dans les publications de référence traitant de la classification
des hémopathies malignes.
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Liste des ouvrages ayant servi à la réalisation de ces notes

• Clinical flow cytometry : Principles and Applications
by Kenneth D.Bauer, Ricardo E.Duque, T.Vincent Shankey
1993  - Williams et Wilkins.

• Color Atlas-- Text of flow cytometric analysis of Hematologic neoplasms
by Tsiehn Sun,MD
1992 – Igaku-Shoin

• Flow cytometry and Clinical diagnosis
by David F.Keren, Curtis A.Harrison, Paul E. Hurtubise
1994 – American Society of Clinical Pathologists.

• Immunofenotypering in de diagnostiek :
Indicatiestellingen, Uitvoering en Interpretatie.
 by  J.J.M. van Dongen, K.Groeneveld, H.J.Adriansen en H. Hooijkaas
1994 – Afdeling Immunologie – Erasmus Universiteit Rotterdam

• Leukemia Diagnosis
by Barbara J. Bain – Seconde Edition
1998 – Blackwell Science

• Immunophenotyping of Blood and  Bone Marrow Leucocytes
« Application to the determination of immune status and malignant
haemopathies analysis »
by Marie-Christine Béné and Eric Martini
1997 – hardwood academic publishers.

• Immunophénotypage des leucocytes
Clusters de différenciation humains
Applications à la caractérisation des Hémopathies
par Olivier Lees, Marie-Christine Béné et les membres du GEIL
1998 - Biotem Editions, Paris

• Immunophenotyping
Edited by Carleton C. Stewart, Janet K. Nicholson
in Cytometric Cellular Analysis
2000 - Wiley-Liss

• Atlas de cytopathologie ganglionnaire
by P.Felman, O. Gentilhomme, P.A.Bryon, B.Coiffier
1998 - arnette


