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Position de la CMF

Biologie Moléculaire Cytogenétique

Tumorotheque

Cytologie

Ana-path \ I /
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Méthodologies

Ficoll « rapide » (avec «filtre»)

Lavage / marquage

Panel orientation : 2 tubes 6 couleurs
Second panel : diagnostique
Cytometre
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Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Diagnostic
— Strategies variables selon appareillages

 Lignee
 Différenciation dans la lignée
o Clonalité
e Tumorigénicité (trou pheno. Marqueur aberrant)
e Pronostic
* Thérapeutique

Suivi
— Stratégies multi-couleurs
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Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Diagnostic
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Autres marqueurs spécifiques de lignée:

HLA classe Il (DR), CD34 Cellules souches

cytCD79a, cytCD22, CD19, CD10, sCD22, Lignée lymphocytaire B
CD20, cytlgM (W), slg

cytCD3, CD2, CD5, CD7, CDl1a, sCD3, CD4, | Lignée lymphocytaire T
CD8, TCR
Myeloperoxydase, cytCD13, CD13, CD33, Lignée myéloide
CD117, CD14, CD15, CD65, CD11h, CD64

CD41, CD42, CD61 Lignée plaquettaire

Glycophorine A, CD36 Lignée érythroide

Recommandation de 'EGIL et du GEIL:
présence d’au moins deux marqueurs spécifiques d’une lignée
absence d'au moins deux marqueurs des autres lignées

il B. Drénou 2007



La BAL (bi-phenotypic acute leukemia)
est définie quand le score est supérieur a 2 dans deux lignéees

Lignée B Lignée T Lignée myeloide

2 points ESD79a, ccbzz, CD3, TCR MPO, Lysozyme
1 voint CD19, CD10, CD2, CD5, CD8, |CD13, CD33,
P CD20 CD10 CD65, CD117
0.5 point TdT, CD24 TdT, CD7, CD1la gg%i CD1S,

B. Drénou 2007




Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Diagnostic
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Cytometry Part B (Clinical Cytometry) 60B:1-13 (2004)

Improving Lab Practice

Immunophenotypic Differentiation Patterns of Normal
Hematopoiesis in Human Bone Marrow:
Reference Patterns for Age-Related Changes
and Disease-Induced Shifts

E.G. van Lochem,” V.H.J. van der Velden, H.K. Wind, J.G. te Marvelde,
N.A.C. Westerdaal, and J.J.M. van Dongen

Department of Immunology, Erasmus MC, University Medical Center Rotterdam, Rotterdam, The Netherlands
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Moelle osseuse normale
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Moelle osseuse normale
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Moelle osseuse
Fenétrage CD19

CD38
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Moelle Osseuse

Fenetrage CD19

M) Fvidrreia e

CD38
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Moelle Osseuse

Fenetrage CD19

CD38

ML nonrmale

Tri sur Facsaria
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Moelle Osseuse

Fenetrage CD19

MO normala
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Bone-marrow

Plasma-cell
CD138+ CD20- clg+

Immature B Ly
CD10-, CD20+

Pré-B
CD10+ CD20-

Pro-B CD34+

= CD19+

- ©©®

Plasma-blast CD20+

Memory B cell

Centrocyte
Centroblast

CD10+ CD77

Mantle cell Zone
CD5+ CD23-

Peripheral lymphoid organs
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LAL B

CD19+/CD22 + (souc)/cCD79 +
(au moins deux)

CD10 CH slg k ou A
B-1 (Pro-B) - _ _
B-11 (Common + _ _
ALL)
B-111 (Pre-B) + _
B-1V (Mature B) + -+ +

A\
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LAL T

cCD3 +
CD7 CD2 et/ou CDla sCD3
CD?5 et/ou
CD8

T-1 (Pro-T ouearly T) + - - -
T-11 (Pre-T) + + - -

(au moins un)
T-111 (Cortical T ou +/- + + +/-
intermediate T) (au moins un)
T-1V (Mature T) +/- + - +
Groupea: TCRa /B + (au moins un)
Groupeb: TCRy/8 +

A\
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Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Diagnostic
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Répertoire normal
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Répertoire de type « Monoclonal »
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Répertoire défectif
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Repertoire V3 Polyclonal

Olow
| Patient
0 High

o B, N W A OO N ©® ©

VBl VB2 VB3 VB51 VB52 VB53 VB71 VB8 VB9 VBI1l1 VB12 VB13.1VB136 VB14 VB16 VB17 VB18 VB20 VB21.3 VB22 VB23 VB4 VB7.2 VB13.2

Repertoire V3 Monoclonal

olow
m Patient
O High

- B. Drénou 2007 ““T"'




Use of KIR for T-NK clonality
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| \I \VI;I‘ \VI \ IIII\Il T T ||||||| T T T TTTTT :
10’ 10’ 10° 10° 7]
L2 3 amhbda
Ja24%
1 10"
13 ]
10— 1 '
E | |||||||| | |||||||| | F'||||||| | I T TTTTI
] 0 1 2 3
10°o 10 10 10 10
T T T TTTTT I:.I TTTTTT T 1 IIIHII T T T TTTTT
10° 10 10° 10 CD5
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Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Diagnostic

\
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Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Diagnostic

\
S B.Drénou 2007 [|pfT



CD38 FITC

CD38 FITC

Exemple des plasmocytes

Méthodes

lﬂl 1 103 104

107

200

400 600
SSC

800

1000

CD38 FITC
10" 1

100

E
10° 10" 102 10® 1ot
CD138 PE
CD138 PE

SSC-Height

400
1

600
1

200

Trrey

10 10 102
CD45 PerCP

T ™
10 10
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Coums
LD 5 10 15 20 25 30

Phénotype des plasmocytes:
myelome vs temoin

Counts

0 5 10 15 2 25 A

10!

- CD45 mCIjuSGm

102 10° 10* 10

Profil phénotypique des plasmocytes tumoraux (retrouvé
dans 54% des MM)

= CD19-CD27- CD45-CD56+

\
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Etablissement d’un score simple de phénotypage pour
les gammapathies monoclonales

Score en fonction du pourcentage de plasmocytes
exprimant le CD19, CD27 et CD45

% de plasmocytes exprimant CD19,27,45 Score
. 2 points
< a30%
30%-60% 1 point
> a 60% 0 point

§ B. Drénou 2007



Score pour les gammapathies monoclonales

Score CD19/CD45/CD27

S r N W b~ O O

Témoin Autres MGUS MM




Cas des Myélomes CD20+
(4/35)

Cytologie : petit plasmocytes matures

FISH : t(11,14)

CCND
X 400

\
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Les Lymphomes T:

- Ly CD3- mais CD4+

- Coexpression CD4/CDS8

1W?

CD4 PC5

00 O

c2

4.6%

gL
- iR
CAe

10°—C3

33.5%

CD8

10°

TT1 T 1
100

10!

CD3ECD

102 103

CD3

31

CD8 PC7

101 o

1024 RN B

A2
28.0%

10°—A3
3 7.4%

A4 :
32.8%

T T 11
10°

10

CD4 PC5

3\1

=

R CD4
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Sezary

CD8 cbr

103§ %
102—i 102—;
101—§ 101—;
10”—; 100—;

n° 1n’ 1n? 1n? 1w’ 10’ 10° 10

CD8

40

102 —]

101 —

10°

1 CD3

10° 10’ 10° 10°

\!
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CD8

108

=
[=]
T

10°

CD8

103
H1 H2
509% 0.5%
;'*':"ugﬁ i
s
S 1['2
10!
H3 L Ha
188% 2 0 |30.1% 10"
I IIIIIII| I IIIIIII| | IIIII-I-I| | T TTTTT

10

10’

10°

10°

CD4

-

10° 10°

CD16
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CD103

103—
B1 B2
141.7% 0.3%
102—E
101—E
10° B3
417.6%

TTTT
10°

sCD3

CD103
103
B1 B2
1 1.5% 54.6%
102
10"
10" g3 B4
120.3% 23.5% .- &
III| III| IIIIII| I T TTTTT
10° 10! 10° 10°
cCD3

LNH du gréle dans le cadre d’une maladie Coeliaque

3\1
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Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Diagnostic

\
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CD38: valeur dans la LLC

n (%) Survie P
CD38 (+) 31 (30,7 %) 7,3ans 18
CD38 (-) 70 (69,3%) 14 ans

Thése: E Breton Rennes

Durée de vie en années




LLC

CD38

103

10?

=
=

10° —

1’ 10’ 10 1’

CD19

\
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Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Diagnostic
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CD2

10%

10°

0

CD22

L

WL

107 —
b1 > =
=1 E2
0-2% 0.1% 3 7.0% 47 B%
107—
03 ng -

10

10

2

-

H
10

10

CD10

\

o AT
|| IIIIII|

10" 10° 1

CD10
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MDR: efflux de rhodamine 123

I-D L] - L3
= o4 w/0 quinine . with quinine
SF 1 ORANGE _ Tmarssis FE:TNSE - Total 2072 PEFORANGE o L enscA0 E 08
[yul} 1u00 ‘ . % 0.7 1 I Lll
‘ = 06 \ ' .
«‘ B o05{L ho Rhi23 - N‘ﬁ\‘—.ﬂ“
° : B T T Ru123 -
| £ 1 W | RI123 +
0.2 A
& ] Rh123 +
‘ ‘ GE]]
A0 1000 i
FETORAIGE Tolal 11008 FE TORANGE ] 600 1200 1300 n (=] 1200 1800
e ; . o
-l ays
N LAM Blood 2003
3 L |
1 10
Yarnasd

LNH NK Blood 1997

A
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Ch34

100

MRP

102 103

10

MDR

UPTAKE EFFLUX
- Probenecid + Probenecid
n ,., prof=2 36
(] [
% %
B = 3 r‘,.r_
ri- = S
| 2T | 4
AN n 2
s RO s < i e,
T TR T T T LTI T A T VR 1 TR T T T
CF CF CF

Br. J Haematol 2001

pmf values

Proportion surviving

2.5

1.5

p=0.003

CR no CR

p=0.004

MRP-

MRP+

T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80

Months

A
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Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Suivi

\
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Strategie pour les lymphopathies

Site du GFHC
GRIHM
Sponsor: BD

{ ~ B. Drénou 2007



Panels 4C (GRIHM)

PANEL ORIENTATION HYPERLYMPHOCYTOSE

:\\:ﬁ
1 3 19 45
2 Kappa 19 3
3 3 ] 4

PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD5+
Tube n°
1 FAMCT 19 5%
2 20 19 23
3 43 19 70b *
4 si Lymphoms IeD Iz 19 IeC:
et'ou Ganglion

PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD5-
Tube n°
1 20 19 23
2 44 19 45
3 intra Cril . Cril 19 44
contrdles
4 intra Ki67 . 19 44

Les * correspondent aux fluorochromes « forts » §‘ B. Drénou 2007



Panel Orientation 4C

PANEL ORIENTATION HYPERLYMPHOCYTOSE

7N\

3

19

45 )

Kappa

19

\5_/

Lad | ba | = '_’.-':
[=]

3

8

4

CD45
-Veérification de la Lyse

-Rendu possible sur 100% des lymphocytes
-En cas de MO repérage des hématogones

(comarquage avec CD19)

-Diagnostic d’immaturité devant une blastose

difficile a caractériser

é\}.

B. Drénou 2007



Panel Orientation : tube B

PANEL ORIENTATION HYPERLYMPHOCYTOSE

':«:G

1 3 (l—Ef 43
2 Kappa 19 3 )
3 3 5 —— 4

-Mise en éevidence de population B CD5+
-Etude de la clonalité de cette population

A
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MCL

CD19

0% —
= -2
- 0.5% 29.7%
1 —
10! — .
] . o ':J.F_'h'_. M
— . li.‘i' _'-:;i:'-g-\u_:;—‘l L
- it i oo ey
_ - .._:_.I.._"' ’.':_.1_:1 [Fa
- s, | T E'.. T iy |
o T
] =_ ;‘;\?[-Fi":' r‘:lill.'.' -
AT
10?—{3 SRRELY .
T za% 74%"
T 1T 1T 11111 T |||||||| T T 1T 11111 T 1T T 11111
o | 2 3
1] 10 10 10

CD5

3\1
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CDo APC-A

[

=

==

- ]

=g

—_

l: --
Sy
‘625 0 100 10* 107

1Y F'EFEF'—E'g.fE—E—.-l

i\\
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Panel Orientation : tube B

PANEL ORIENTATION HYPERLYMPHOCYTOSE

N\ 45

Lad | g | bt '_’.-':
o
L

19

\ -

3

W

-Kappa / Lambda avec CD19 (intensite
comparative entre les différents B)
-Clonalité sans fixation non specifigue (NK)
-Méme tube que CD5 d’ou clonalité sur sous
population B CD5+




EXEMPLE DOUBLE LYMPHOPATHIE

Lambda CD19
3

107 — I =
dJambda -
32 4% =
1|:|2—_l |2_:
1|:|1_: |1_:
1DE—: Iu__

. LU L L T 'IL:I..I-ILIII| — T T '|"|'|||-I|||' T T TTTT

10° 10' 10° 10 10° o T 107

Kappa CD5

N
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Panel Orientation : tube T/NK

PANEL ORIENTATION HYPERLYMPHOCYTOSE

3

19

e

Kappa

Lad | ba | = '_’.-':
[=]

< 3

8

-Etude des sous-populations T
-Verifcation des populations T et T-NK

-Mise en évidence des populations CD3+ CD7(-);

CD4+ CD3(-)

B. Drénou 2007 |R|:|T



Panel 6C

Tubes | FITC PE Percp.C APC.cy
y5.5 7
PE.cy5
1 Kappa | Lambd 19 20
a
Suspici
lyrphome T 2 3 16+56 45 8
et/ou
dermatologie (3) 2 7 i ]

»Prolifération d’une population ?
»Clonalité B ?
»Caractéere anormal (trou phénotypique, marqueurs aberrants) ?

§ B. Drénou 2007



Strategie dans lymphopathies

+

PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD5—+

Tube n

1 FAMCT 38 19 5*
2 20 22 F 19 23
3 43 10 * 19 70b *
4  si Lymphoms I Izl 19 le(;
zt/ou Ganglion

\
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Strategie dans lymphopathies

Lymphome du Manteau
LLC

Autre lymphopathie B CD5+
-LNH B CD5+ de novo
-LNH de bas grade proche de la LLC

Exceptions: LNH Folliculaire
LNH Villeux

\
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Panels B CD5+

LLC: score de Matutes

PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD5+

Tube n° P
1 (FMCT7 ) 10 e
= I 19 é 23 ;
3 43 19 TOh *
4 si Lvmphome lgll 190 \'!:m
zt/ou Ganglion
§\ B. Drénou 2007 m




Panels B CD5+

LLC: autres marqueurs

PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD5+

Tube n®
1 el | 8= 10 =
: - 22+ ) 19 13
3 ( 43 19 TOh *
4 si Lvmphoms IeM 190 Iﬂﬁ
zt/ou Ganglion
§\ B. Drénou 2007 m




Matutes

CD19 FMC7

1 point

100 — 10— /
10— 102 —
101 — \ 10—
107 — 0

- "~ Kappa-

] 089% -

IIIHIIl ‘ IR I. i\ T T TTTTTT T T TTTTTT T T TTTTTT
I T TTTTT 1 T TTNT I T TTTTT I T T
| | 10" 10’ 10° 10° ! ! !

o' 10° 10° 10° 10! 10° 107

s

CD5 CD19 Kappa



Matutes

1 point

CD19 CD19 Lambda

1P —
10° 3 d ambda
= J65.0%
102 102—]
10— __|
107 ] 100
= 3 " Kappa-
] - 08% -
T |\|||||| T T 111 T T IIHIIIl T ™1 111171 1 IIII\I\l .I II\IIII| I IIIIIII| 1 T .I \l T IIIIIII| T IIIIIII| T T TTTTTT

2

{ 10° 10’ 10 10 10° 10° 10 17

s 0 10

CD5 CD23 Kappa

A
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108

101

10°

Matutes

CD19

CD19

=
o

‘IIAIIIl L 1 11l

-
=
=

s

1

] 1 2 3
0 10 10 10 10 10 10" 10’ 0 10

CD5 CD23 CD19
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Panels B CD5+

LLC: autres marqueurs

PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD5+

Tube n°®

1 FMCS—]_ 19 5% A
2 20 — 10 23

3 43 19 70hb *

4 Lvmphoms lgl!\ 1o\l 19 lg&

zt'ou Ganglion

-Expression de CD38 sur B CD5+
(facteur pronostique des LLC)

é\}.
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Panels B CD5+
Diagnostic differentiel

PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD5+
Tube n®
1 FMC7 19 5*
2 20 e \ 19 23
3 43 C \19 70b *
4  si Lvmphoms o
zt/on GEJ]E.J.i.I:IE L!l;l o \ T\g lgkg

-CD10 marqueur centro-germinal
excluant LLC et Manteau
(diagnostic différentiel manteau
[folliculaire)

)

é\}.
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Panels B CD5+
Diagnostic differentiel

PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD5+
Tube n®
1 FMC7 19 5*
2 20 19 23
3 43 — 70h *
4 5i Lymphom s</lgl!\ £y 19 lg&‘}
zt'on Ganglion \7 4_//

-Principales chaines lourdes utiles pour
diagnostic de LNH du manteau

A
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Strategie Lymphome

{ B. Drénou 2007 IRﬁT



PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD5-
Tube n® P |
1 20 19 23 D
2 AT TS —35
3 intra Cril . Cril 19 44
contrdles
4 intra Ki67 19 44

-Tube n°2 du complément B CD5+

-Mise en évidence des cellules B immatures
CD19+ CD20(-)

-Mise en évidence d’une double population B
(basee sur intensité de CD20/22 voire CD23)

A
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CD22

107

102 —

1n—] "

10

i

10

2

107

CD20

CD22

103

102 —

q— .

100

g L}
s

I IIIIIII|--I IIIIIII| I IIIIIII|
1

10" 10 10°

\

10

CD20
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PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD35-
Tube n®
1 20— IO —23
? C 44 19 43
3 intra Crilr— =T 10 —17
contréles
4 intra Ki67 . 19 44 N\

-Les cellules CD19+ CD44 « faible » sont
reperees

-Le comarqguage avec CD45 permet de séparer
pré-B et GC

-1l y a corrélation avec I’expression de CD10

A
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MO normale MO sous anti CD20 MO LNH folliculaire

CD44 CD44 CD44
CD45 CDUE o



PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CD5-
Tube n°®
1 20 19 23
2 44 19 45
3 intra Cril Cril 19 44 [ N
contréles P —_—
4 intra CKi67 . 19 44 )
-Les cellules lymphomateuses (GC) CD19+ CD44
« faible » sont repérées
-Le comarquage avec Ki67 permet de repérer le
degré de prolifération
- Le comarquage avec Bcl2 permet de diagnostiquer les
LNH de Burkitt S B.Drénou 2007 IRAT)




PANEL COMPLEMENT LYMPHOS B CDS5-
Tube n®
1 20 19 23
7 44 — 45
3 intra 1l . 19 44
contréles % )
4 infra Ki67 . 19 44

-Le controle isotypique est nécessaire en intra

cytoplasmique

B. Drénou 2007 m




Ki67

2000-
2320
1740

1160

=

107

10°

Panels B CD5(-) : tube Intra

4%

1’

'

S+G2M=

8%

CD44

128 160
DMA Content

192

224

256

Ki67

167

2460

2050
1640
1230

820

410

10°

3
|

10—

10°

L0

' W’ 1w’

CD44

S+ G2M =31%

=]

128 160 192 224
DMA Content

256

AT



Panels B CD5(-) : tube Intra

Bcl2

Normal tonsil

Bcl2 MBR Bcl2 MBR

t(14;18)

Bcl2 MBR

t(14;18) t(14;18)

Bcl2 3' MBR

Bcl2 I

CD44

Absence de detection
de rearrangement

X

Pas de t(14,18)
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Cas : Ganglion

Cellules totales

ORIENTATION Tube 1:
Kappa/Lambda/CD19/CD10/CD5/CD20

All Events

= = All Events All Events
g =y =
-— ] = =
= o a a
—— Lys é. é.
5 ] )
@ m mn
o2 o o
.
_IIII|IIII|-IIII|IIII|IIII|I 2 3 d a d
a0 100 150 200 250 0 1 0 n n
Fgio-H  Gx1.000) 014 PerCP-Cya-a-A DA APC-A
g = == L
1 -— ] r-
L I =
(i T &= ‘J—T’HE
- = o, ! )

g = s = = = =
ﬁﬂa = E Lo, T
-— - o 8

:

10 10?0t 10°

1,305

AR ST i T T a4z 0 100 0t 10t
KAPPA FITC-A D149 PerCP-Cya-5- D19 PerCP-Cya-5- CDa APC-A
Lymphocytes B CD19+

o149+

1IZI3 1[Ildf 105

D10 PE-CyT-A

a4z 0100 0t 10t

CDa APC-A

105

fT-A

I 103 1]

CD20APC-C

1,305

a

Saro oo 100 0t 10t
010 PE-CyT-A

Population Parent Na... %Parent
(] cp20+ Lys 71.0
B cp10+ Lys 60.9
BIK Lys 64.0
BL Lys 6.1
B cp5+ Lys 26.7
B cp19+ Lys 68.9
[ cp19+CD5+ CD19+ 2.2
B cp19+CD10+ CD19+ 83.7
BJCD19+Kappa  CD19+ 90.1
(< CD19+ Lambda CD19+ 8.6

+ Sous-populations....

Fapulation %P arent
[=] cos+ K 609
[#] cos+ L 2.0
[#] coto+ K 9z.9
(=] co1o+ L 27
[=] co10-cos-K 6.4
[#] coto-cos-L 2.0

CO19+CD5+
S5-3Iy .
it | Exf;tﬁt
o T
[

m -
=
3

Liagn 1Y 10* 10®
FAPPAFITC-A

by,

LAMBDA PE-A

CO19+C010+

1IZI3 1IZI4 1IZI5

492 1

Liagn 100 10* 10°
FAPPAFITC-A

A4

CO19+C010-CDa-

1IZI3 1IZI4 10

LAMBDA PE-A

-19a0

J-CD

TRl
FAPPAFITC-A

—_




Panel B CD5- Tube 11:

Cas @ Ganglion cyCTRL/cyCTRL/-/CD19/CDA4/-

Cellules totales

5o All Events oMl Events o Ml Events
= - Lymphos CD44+ -
EE o I o Lys CD19+ FPopulation  #Events
= o] 1 T
o 2 o [ |Lymphos 18,280
%] £ i S B Lys CO19+ 14,080
L ' 0% 107 10t 10® ' 0% 107 10t 10®
e o CD44 APC-A CD19 PE-CyT-A
Population Parent Hame %Parent
(<] Lymphos CD44+ Lymphos 54.6
FlLysATC Lymphos 0.2
Lymphos Lytmphos Lymphos E Lys PE Lymphos 0.5
=r \ ‘= ‘2 B Lys cD19+ Lymphos 73.1
o To] LeFTC < Lys PE [Jcp1o+FITC+  LysCD19+ 0.4
é T3 = w = £ cD19+ PE+ Lys CD19+ 0.4
-+ =" E7 I cD19+ CD44+  Lys CD19+ 20.2
= = 3 ] o -
[ = =
a0 1 (= )
Pﬂ\.q_ I ! | ' a4 1
L3440 w! ot ot 344 0 1wl et 10 344 0 w' ot ot
CO18 PE-CyT-A CD19 PE-Cyr-A CD18 PE-CyT-A
Lymphocytes CD 19+
Lys CD1a+ . Lys CD19+
%r CD18+ FITC+ - CD19+ PE+
= i
o E%
E= o 73
. & 7
= =
gj_ ] 3 '\'.L
L, ot o -7 0 w' ot o ,
CD44 APC-A CD44 APC-A § B. Drénou 2007 ||pHIT




Panel B CD5- Tube 12:

Cas : Ganglion cyBcl-2/cyKi67/-/CD19/CDA4/-

Cellules totales

5o All Events oMl Events o Ml Events
= - Lymphos CD44+ -
o < € o Lys CO149+
o 2] Lymphos [ [
& T ) Q-
2 ] m Mo
@ g 4 in} m =
= Population  #Events
c []Lymphos 17,180
] ' o o Lys CD19+ 12,797
T T w' 10? w? et 1® ' 0% 107 10t 10® WLy
e o CD44 APC-A CD19 PE-CyT-A
Lymphos Lytmmphos Lymphos
Ty E $¢ Lys FITC Lo E Lys PE Population Parent Mame  “%Parent
§ =5 =0 auik W =3 [<] Lymphos CD44+ Lymphos 54.6
=+ oo =" <] Lys FITC Lymphos 86.2
=N @ £ 3 (<] Lys PE Lymphos 0.6
— : = = B Lys CD19+ Lymphos 745
o | R = | E CD19+ FITC+ Lys CD19+ L!
L R L L : SRR L L
344 0 wot a® 206 D w? et 1of ET ! et 1® <] CD19+ PE+ Lys CD19+ 0.7
019 PE-CyT-A CD18 PE-CyT-A 019 PE-Cyr-A ECD"Q"‘ CD44+ Lys CD19+ 18.2
Lymphocytes CD 19+
Lys CO1 9+ . Lys CD18+
‘F; CD1.9+ FITI.3.+ <o CD1?+ PE+
5 i
w i I
o (R
oo 2
W] 3 E‘T
& 3
Rl-;kﬁ ) wot a® 248 0 10° .m‘1 0% \ , .
CD44 APC-A CD44 APC-A B. Drenou 2007 lRHT




Ex: multi-couleur et diagnostic

60 years old male
Admitted for oral bleeding

Blood: 3
— Anaemia Hb 9g/dI .

— Thrombopenia 10G/I
L T
.;,‘ ¥ .

— Lymphocytosis (small
Bone-marrow

lymphocytes) 22 G/I

Bonne marrow

— Blast cells 70%

- \
CNS (-)ve i B. Drénou 2007 |mf|'|'



Bone- marrow analysis using flow-cytometry

All events Lapoall amhdaICNI0ICDINICDEICD?
\ ”
o g —oLEvents . All Events ~ All Events
abE - - Fopulation #Events
- 2 % %
55 & & || &1l Events 30,000
S @ @ | | Lys 21,016
A R IR w' o' ot 0t w1t it
FSC-H G 1.000) C019 PerCP-Cys-5-4 CDS APC-A
Population Parent Na... %*%Parent
Lymphocytes [<] cD20+ Lys 73.3
[ cp1o+ Lys 20.1
o < <K Lys 18.3
L 2 =]
x < L 73 coteecoiny| | " L Lys 55.0
o g VA - s = M cp5+ Lys 25.0
= o - <% B cp19+ Lys 73.5
A IO é h o . CD19+CD5+ CD19+ 23.3
: : - 3 i © % B cD19+CD10+  CD19+ 35.8
2430 100 10 10 “asto 100 10t 100 Tesro 100 10t 100 Tamo w0t ot 1 CD19+ Kappa CD19+ 24.4
HAPPAFITC-A 018 PerCP-Cy5-5- 018 PerCP-Cy5-5- CD5 APC-A % cD19+ Lart'::lda CD19+ 73.8

S? W AT HUPMIMLI\JI LA

Lymphocytes B CD19+

019+ D18+ cO18+ cola+cDs+ CD19+C0 0+
] [
& S@E (3—?;1-5 E Evg

' i

g & O on g glc“:::l
] = L= ] m - R
= - = = = L
A o o 1 9 010+ K

1,748

S a

10 10* q0® Hamo 100 10 10 4332 0 10* 10° L2430 100 10* 107 L2430 100 10* 107
KAPPA FITC-A CD5 APC-A CD10 PE-Cy7-A KAPPAFITC-2 N KAPPA FITC-A




Bone- marrow analysis using flow-cytometry

All events
a- &ll Events o All Events o Al Events
CRE gg S d
'EIEE gg Lys D19 f, o L'!."S COo10+
T Lymphos = =
01 = 7 [i= : I =
in = o - oo p
=E & = A
_|||||||||||||||||||||||||| 2 a d s
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Population Parent Ha... %Parent
[<]Lys CD44+  Lymphos 13.7
[<]Lys CD10+  Lymphos 52.2
[<]Lys CD22+  Lymphos 43.1
[ JLys CD19+  Lymphos 72.8
[<] CD19+CD44+ Lys CD19+ 28.0
[<] CD19+CD10+ Lys CD19+ 72.3
[<] CD19+CD22+ Lys CD19+ 81.9
I B mature Lys CD19+ 28.0
B Gc Lys CD19+ 71.7
[ PreB Lys CD19+ 0.3
-Two clones
CLL

Atypical Burkitt

-Cytogenetic
t(8;14)
t(11;17)

ATM duplication
Loss of p53

s\\
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Cytogenetique conventionnelle...
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Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Suivi
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LNH B CD5+ de novo /
MCL blastique variant

CcD18

A0 40" 107 10P




Cycle cellulaire : LNH B CD5+ de novo et
MCL blastique variant

...... .ﬁ.

SrTEememsea CD19 % I
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CD5

—= CD19:

CD5

Cycle cellulaire pour mise en évidence de tétraploidie (MCL)

§l B. Drénou 2007



Leucemie a tricholeucocytes

FSC CD19 Lambda
Tricholélicocytes. =~ L=

| | I I R B I/

0 T T T T T T T T T 1023

TTTTT
10°

SSC CD5 Kappa

Phénotype: cellules se projetant dans la zone des monocytes
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Leucemie atricholeucocytes (2)
,CD24 CD11c CD25

T T T T T LB L) - . i x
s ' o ' LI B w1 R e R T UL R L) L

w w
' 10’ o 10 10" 10’ 10 10°

T
10" 10¢ 10°

»

CD19
CD123 FMC7 CD103

109

103

o | 2 s 0 1 2 3
10 10 10 10 10° o' 0% 10° 10 10 10 10

»
»
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Homme

86 ans
4600/mm3

Pas de cytopénie
splenomégalie
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Lymphome splénique a lymphocytes villeux

FSC CD19 Lambda

3
0 Hamhda
Jes.0% .

" kappa
0.8%

0 T T T T T T T T T 1023

SSC CD5 Kappa

Phénotype: cellules se projetant dans la zone des lymphocytes et non des monocytes
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Lymphome splénique a lymphocytes villeux
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Lymphome splénique a lymphocytes villeux

CD24
Intp7 .

CD19 CD19

marqueurs personnels



Intéréet de la CMF dans les
Hemopathies malignes

Suivi
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Minimal residual disease, Staging

CD19 CD22 LAMBDA

1000 | 1000

101

1 g 10

CD4 . CD4 -




Bilan d’extension des LNH en CMF “trois couleurs”

Histologie + _ + _ Total Valeur predictive
medullaire
CMF + + _ _ Histo CMF

LNH 54 (40%) | 5(4%) | 17 (13%) | 59 (44%) | 135 | 93% 78%
Folliculaire
MCL 53 (87%) 3 (5%) 0 5 (8%) 61 95% 100%
DLBCL 28 (16%0) 10 (6%0) 11 (6%0) 125 (72%) 174 80% 78%
Autres LNH 20 (56%0) 7 (19%) 1 (3%) 8 (22%) 36 75% 96%
T-NHL 11(16%0) 6 (9%) 2 (3%) 50 (72%) 69 68% 89%
TOtaI 166 (35%) | 31 (7%) 31 (7%) 247 (52%) 475 86% 86%

Donnees personnelles

§ B. Drénou 2007



FL CD10 - Igs -
BM staging

Lambda
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= ambda?0+
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CD38
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CD38  Lymph node CD38

13 107

Bone-marrow
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= Lymphomes folliculaires
mEtapes pré analytiques
Prélevement, numération cellules, immunomarquage (CMF).

® es dilutions
Obtention de moelles infiltrées en LF a ;

50 % 10 % 5% 1% 0,1% 0,01% 0,001%

0,5 101 5x10-2 102 103 104 10

= Analyse en cytométrie en flux

Combinaison utilisée : Cytometre :

+CD 19 FC 500, 5 couleurs
+ CD 34 Beckman Coulter®
+ CD 38
+« CD 44
+« CD 45
S B.Drénou 2007 (|RAT



Passage de ces mémes dilutions en biologie moléculaire

=

RESULTATS

50% 5% 0.1%
10% 1% 0.01%

Gel agarose

limite 0,1%

+ - 50% 5% 0.1% limite 5% 0,1% 0,1%
- . low 1% 0,01 % 0,1%
: low 1% 0,01 % 0,01 %
= o - - limite 1% 0,01 % 0,1%
limite 1% 0,01 % 0,1%

Hybridation limite 1% 0,001 % 1%

low 5% 1% 1%

low 1% 0,1 % 1%
low 0,1% 0,001 % 0,1%

1,7 % 0,13% | 0,36 %
= Sensibilité 102 pour PCR Standard

103 pour PCR nested et Cytométrie.

\
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Burkitt NHL
t(8,14)
BM staging
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Maladie residuelle: Tube folliculaire

CD19/ CD45 CD3

Cas isEm pktapesequation et vérification de clonalite
_..(manque ypeLcddedmements: gating -1 ®ANsaleént@ia@phos
Vericaias+ ou arrét temps

\
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Acquisition 1:

Methode d’analyse

All Events
5 o R
g & ’ ;
5]
.
=]
N_
o
Lo Tay
]
[d ] _
o]
=
v
B Monalymppo
IIIIIIII 1 IIIIIII| T IIIIIIII T IIIIIIII T
102 107 10 10%
CD44 APC-A

Fopulation #Events
[] All Events 30,000
B tdonokympho 9,117
I Lympho CD45+ 6,531
. AI_I Ewvents
< = :
& ] ivantes
o a e,
U—“ -
_IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|I
a0 100 150 200 250
FSC-H i 1.,0007%
Acquisition 2:
Fopulation #Events
[] All Events 1,320,147
B tdonokympho 1,318,287
I Lympho CD45+ 955,000

All Events
g g
= o]
= ]
.
=]
N_
.
=1
&
o
@]
=
=
cl__ _:'
) - 3
i i
. ! " Monolympho
|||||||I 1 |||||||I T |||||||| T |||||||| T
102 107 10* 108
CDdd APC-A

All Events

% 1,000)
i

T T
10 107 104
CD45 APC-CyT-A

» Calcul du % de CMN et détermination du gate CMN

» Acquisition des CMN
jusgu’a 1 million de
lymphocytes

\
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Acquisition 2:

Fopulation #Events

[] All Events 1,320,147
B tdonokympho 1,318,287
I Lympho CD45+ 955,000

En 4 couleurs...

Lympho COD45++B mature+P

{x 1,000
P
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L]
25
ﬂE?—
NE_EI
o' o o wt p®
o458 APC-CyT-A

cyBCL2 FITC-A

Lytmpho CD45++B mature+F

u-,c_;
— 5 Beol-2+
*_ T
|
i."".lG 7]
E
‘."‘lc 7
e
b=
[T ””m]ﬂ T T ||||r|];r
2450 10 10 10

C018 PerCP-Cya-5-A

» Détermination cellules tumorales: fenétre large, difficulté des marqueurs faibles

Lympho CD45++B mature+F

1IZ|5

1IZI4

1l.'|3

GO0 PE-CyT-A

T

SFU

245 0 w ot 1o®
CO1 8 PerCP-Cya-5-A

Count

760 1,000

250 &00

B mature
at |
wd o w® ot q®
k. ou L PE-A

Count

A0 61 70

0 30

10

GO iumoraus

wt w® ot

k. ou L PE-A

3

o=

» Verification de la chaine légere et du CD10

?ﬁl

Lymphocytes CD19-
B mature
GC

PreB

GC Tumoraux
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Acquisition 2:
Fopulation #Events
L] All Events 1,320,147 En 5 COUIGUfS -
B tdonokympho 1,318,287
I Lympho CD45+ 955,000
_Lympho CD45++B mature+P Lyrpho CO45++B mature+P Lympho COA5++B mature+Pre Lyrpho CO45++B mature+C
= c < ] ar
. SR < 3 =
- 2 W o 3 &)
5T O 018+ %, i
2 < = 3 23 B
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i Cley J |
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AP > Vérification du CD10
uo
=
B mature Bcla+ I
2° oo : Lymphocytes CD19-
] |;'_I‘:| =
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- I‘IE_— e
§ - friEt K = . ae
=
i E -
= E“HG 7
e -3 . PreB
= T T =T B A .
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102 1III:| 1IIId 1[!5 [ |2|||||I'|1'|:||||||n]d|||||rt|;r
K ou L PE-A -157 010 10 10 10
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\
» Utilisation de la chaine Iégere pour déterminer les cellules tumories B. Drénou 2007 "“T"'



Valeurs seull

Bruit de fond en 4 couleurs:

— Passage de temoins 5 Kappa et 9 Lambda
— Difference: seuil K = 1*10-4; seuil L =8*10-5
» Moyenne du seuil = 1*10-4

Bruit de fond en 5 couleurs:

— Passage de temoins 5 Kappa et 9 Lambda
— Pas de différence entre K et L
> Seull =1*10-5

\
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