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INTRODUCTION 

La distinction entre lymphome et leucémie est un concept ancien. Par convention, le terme de 

lymphome est utilisé quand la tumeur est confinée à un ou des organes avec absence de 

passage sanguin et d‟infiltration médullaire (ou à minima seulement). La tumeur prend 

naissance dans le système lymphatique. Quelques fois, les cellules lymphomateuses peuvent 

passer dans le sang on parlera de phase leucémique du lymphome. Dans ces cas-là, 

l‟immunophénotypage lymphocytaire prend une place prépondérante dans le diagnostic des 

syndromes lymphoprolifératifs B (SLP-B) en étant réalisé en première intention lors de la 

découverte fortuite d‟une hyperlymphocytose chronique.  

Selon l‟expérience strasbourgeoise, dans le cadre de ces hyperlymphocytoses et en absence 

d‟examen histologique (« gold standard » pour le diagnostic des lymphomes), le diagnostic 

peut se révéler difficile dans environ 20% des cas. Ceci est particulièrement dû au manque de 

marqueur spécifique ou non discriminant.1;2 Le choix des marqueurs lymphoïdes analysés, la 

recherche de nouveaux marqueurs, et l‟interprétation de l‟immunophénotypage prennent alors 

une place importante dans la démarche diagnostique. 

Seul le score de Matutes/Moreau (RMH) pose le diagnostic de certitude de la leucémie 

lymphoïde chronique car il n‟existe pas d‟autre score validé à grande échelle pour les autres 

SLP-B. L‟absence de marqueurs cytométriques spécifiques diminue la précision diagnostique 

et par la même occasion, la qualité de la prise en charge du patient.  

Mon travail a consisté à évaluer l‟intérêt diagnostique des médianes des intensités moyennes 

de fluorescence des différents marqueurs du panel lymphocytaire utilisé au CHU de Nancy. 

Simultanément, ces données sur les médianes ont permis l‟étude de la distribution de ces 

marqueurs pour chaque SLP-B dans le but d‟aider le biologiste dans l‟interprétation des 

immunophénotypages et de mettre en évidence les marqueurs les plus discriminants. Ce 

travail a évalué également trois nouveaux marqueurs (CD148, CD180 et CD200) dans le 

panel lymphocytaire et leur apport diagnostique dans la cytométrie en flux.3  
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I. Généralités 

 

A. Lymphomagénèse  

La lymphopoïèse B débute dans la moelle osseuse à partir des lymphocytes Pro-B. A ce stade 

le lymphocyte Pro-B réalise une recombinaison de ses gènes VDJ (gènes des 

immunoglobulines) médiée par les recombinases RAG1 et RAG2 pour aboutir à la synthèse 

du récepteur B (BCR) et donc au stade lymphocyte B mature naïf. Ces cellules vont migrer 

vers les organes lymphoïdes secondaires, lieu de rencontre de l‟antigène. 

 

Figure 1 : Recombinaison des gènes VDJ et synthèse du BCR                 

(http://www.cours-pharmacie.com) 
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Dans les organes lymphoïdes secondaires, le lymphocyte T présente l‟antigène au lymphocyte 

B mature naïf. Cette présentation provoque l‟activation du BCR suivie par les hypermutations 

somatiques (processus de mutations ponctuelles aléatoires sur les lourdes et légères des 

immunoglobulines du BCR) afin augmenter l‟affinité pour l‟antigène. Le lymphocyte B subit 

ensuite un switch des immunoglobulines (Igs) qui produit un réarrangement irréversible de 

l‟ADN par excision des séquences d‟ADN situées entre le gène J et le gène codant pour la 

chaîne lourde souhaitée via des enzymes AID. 

Les lymphomes B sont fréquemment caractérisés par des translocations réciproques 

impliquant un gène des immunoglobulines et un pro-oncogène qui se positionnent au niveau 

du contrôle du locus de cette immunoglobuline entrainant une dérégulation de l‟expression de 

celle-ci. Le microenvironnement autour des cellules lymphomateuses joue un rôle important 

et contribue à leur survie et leur prolifération via l‟activation de leur BCR par la présentation 

de l‟antigène.4 

Dans la moelle osseuse, la recombinaison des gènes VDJ des Igs est sous la dépendance de 

plusieurs enzymes : recombinases RAG1 et RAG2 enzymes qui coupent l‟ADN double brin 

et l‟ADN ligase qui relient les brins. Cette étape de cassures de l‟ADN est très propice à 

l‟apparition de translocations qui sont à l‟origine des lymphomes. Par exemple les 

translocations t(11;14) (retrouvées dans les lymphomes du manteau) et t(14;18) (retrouvées 

dans les lymphomes B diffus à grandes cellules et les lymphomes folliculaires) s‟effectuent 

pendant la recombinaison des gènes VDJ. La translocation t(11;14) juxtapose le gène CCDN1 

au locus IgH et aboutit à une surexpression de la Cycline D1.  

Le centre germinal des ganglions lymphoïdes reste la source la plus probable des différents 

lymphomes, car l‟hypermutation somatique et la commutation isotypique des 

immunoglobulines par les AID entrainent des modifications de l‟ADN qui peuvent s‟avérer 

pathologiques et qui peuvent donner naissance à des cellules lymphomateuses. Par exemple, 

le gène BCL6 est souvent muté lors d‟une hypermutation somatique aberrante.5 
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Plusieurs étapes de l‟ontogénie des lymphocytes B sont sources de multiples altérations de 

l‟ADN qui peuvent donner naissance à une cellule lymphomateuse, comme nous le présente 

la figure 1. 

 

 

 Figure 2 : Précurseurs des cellules néoplasiques B 3  

Cette figure permet de comprendre de manière simplifiée l‟origine des différents lymphomes 

B les plus connus. En revanche les leucémies lymphoblastiques et les lymphomes 

lymphoblastiques sont des « néoplasies » (OMS) issus de précurseurs B infiltrant la moelle 

osseuse, le sang, et parfois avec des localisations nodulaires ou extra-nodales.  
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B. Les syndromes lymphoprolifératifs B chroniques  

Par souci de clarté, nous utiliserons les abréviations anglo-saxonnes validées par l‟OMS. 

 

1. La leucémie lymphoïde chronique  

La leucémie lymphoïde chronique (CLL) est définie par une accumulation sanguine de petits 

lymphocytes matures avec un noyau arrondi à chromatine mature mottée. Le diagnostic est 

réalisé par la présence d‟une hyperlymphocytose supérieure à 5 G/L depuis plus de trois mois 

avec un score de Matutes supérieur ou égal à quatre. 

La CLL est la leucémie la plus fréquente avec un âge moyen de 65 ans. L‟incidence est de 2 à 

6 cas/100000 personnes et augmente avec l‟âge pour atteindre 13/100000 personnes à 65 ans. 

Une prédisposition familiale est retrouvée dans 5 à 10 % des cas. En revanche, si on observe 

la fréquence relative des lymphomes B chez les adultes, le sous-groupe de CLL ne représente 

que 12% des entités.6  

Le diagnostic est le plus couramment fortuit, lors de la réalisation d‟un hémogramme 

systématique qui révèle d‟une hyperlymphocytose sanguine. Seulement 10% des CLL se 

présentent avec des symptômes B : fièvre inexpliquée, perte supérieure à 10% du poids en 6 

mois, sueurs nocturnes. A l‟examen clinique, les ganglions peuvent être hypertrophiques et 

palpables. Une hépatosplénomégalie est présente dans 20 à 50% des cas. Le temps de 

doublement de la lymphocytose en moins d‟un an est un facteur péjoratif de la maladie. 7  

Le plus souvent, le frottis sanguin est monomorphe avec une proportion de prolymphocytes 

inférieure à 2%.6 Parfois, la morphologie est plus atypique : lymphocyte avec un noyau au 

contour irrégulier, encoché, ou cellules lymphoplasmocytoïdes ou une composante 

prolymphocytaire plus importante (> 10 % et < 55 % des cellules lymphoïdes). Ces CLL sont 

appelées CLL atypiques.8 L‟interprétation rigoureuse de l‟immunophénotypage est alors 

indispensable pour la classification de la pathologie, les CLL atypiques ayant score de 

Matutes inférieur à 4. La présence de cellules éclatées dites « Ombres de Gümprecht » 

provient de la lyse des lymphocytes lors de la réalisation du frottis sanguin.  

La transformation en leucémie prolymphocytaire (>55% de prolymphocytes circulants) est 

rare et seulement 2 à 8% des CLL se transforment en lymphome B diffus à grandes cellules.6 



26 
 

 

Figure 3 : Leucémie lymphoïde chronique                                                                

(http://hematocell.univ-angers.fr) 

 

Concernant la cytogénétique, des délétions sur les bras longs des chromosomes 6, 11 et 13, et 

sur le bras court du chromosome 17 sont les cas les plus fréquents. La délétion 13q14 est 

retrouvée dans 50% des CLL mais n‟est pas spécifique, car elle est également présente dans 

les lymphomes du manteau, les myélomes, et d‟autres hémopathies. L‟anomalie est de bon 

pronostic quand elle est isolée. La délétion 11q22 est la deuxième anomalie la plus fréquente, 

le plus souvent dans les formes progressives de CLL et associée à un mauvais pronostic. La 

délétion 17p13.1 est retrouvée dans 10% des diagnostics des CLL, principalement chez les 

patients avec une forte masse tumorale. Elle confère une résistance à la fludarabine et est 

associée fréquemment à d‟autres anomalies et à un caryotype complexe. La recherche du 

statut mutationnel du gène TP53 est également préconisée dans la prise en charge des CLL, 

les anomalies de TP53 sont retrouvées dans 10 à 15 % des CLL non traitées et dans 40 à 50 % 

des CLL résistantes à la fludarabine.9 La trisomie 12 est le plus habituellement associée aux 

CLL atypiques avec noyau encoché et/ou une composante lymphoplasmocytoïde.8  

Les mutations des gènes des immunoglobulines sont considérées actuellement comme un 

marqueur important. Il existe deux groupes patients : un groupe de patients dont les gènes 

IGHV n‟ont pas acquis de mutations somatiques, associé à une progression plus agressive de 

la CLL, et l‟autre groupe où les gènes IGHV ont acquis ces mutations et sont le plus 

couramment associés à une maladie peu évolutive.10 

 



27 
 

Le terme de « lymphome lymphocytique » (SLL) est employé pour les formes non 

leucémiques avec une morphologie tissulaire et immunophénotypique de CLL. La définition 

du SLL par l‟International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukaemia (IWCLL) 

nécessite des lymphadénopathies, une absence de cytopénies liées à une infiltration 

médullaire et un taux de lymphocytes B sanguins circulants inférieur à 5 Giga/L.6  

Récemment, une nouvelle notion est apparue : la lymphocytose B monoclonale (MBL). Elle 

est définie par la circulation dans le sang périphérique d‟un clone lymphocytaire inférieur à 5 

Giga/L, possédant un immunophénotypage de clone CLL sans signe d‟évolution de la 

maladie. La MBL est présente chez 3,5% de la population générale et l‟incidence augmente 

avec l‟âge. Elle est plus fréquemment retrouvée chez les apparentés des patients présentant 

une CLL. Environ 1% par an des MBL progresse en CLL mais le risque est majoré quand le 

taux de lymphocytes au diagnostic est supérieur à 1,9 Giga/L. L‟immunophénotypage possède 

les mêmes caractéristiques que celui observé dans la CLL. 6;11  

 

2. Le lymphome du manteau  

Le lymphome du manteau (MCL) est défini par la présence de cellules de taille petite à 

moyenne possédant un noyau avec des contours irréguliers. Il est caractérisé par la 

translocation du gène CCDN1 et représente 3 à 10% des lymphomes non hodgkiniens avec un 

âge médian au diagnostic de 68 ans.6;12 

Au niveau clinique, certains patients se présentent sans syndrome tumoral avec uniquement 

une atteinte médullo-sanguine et plus ou moins une splénomégalie. A l‟inverse, on observe 

des formes tumorales avec une évolution plus aggressive.12;13 La diffusion sanguine est 

fréquente (50-80%), mais une hyperlymphocytose est présente chez seulement 30-50% des 

patients.8 
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Concernant la morphologie, il existe différentes présentations : 

- Dans la forme classique (majoritaire) : les lymphocytes sont très hétérogènes, de taille 

petite à moyenne avec un noyau irrégulier et une chromatine lâche ; 

 

- Les formes variantes à petites cellules (minoritaires) : une forme variante 

lymphocytoïde composée de petits lymphocytes à chromatine mature avec un noyau 

aux contours irréguliers et une forme variante monocytoïde ressemblant aux 

lymphocytes du lymphome de la zone marginale ; 

 

- Les formes variantes blastoïdes (minoritaires) : une variante forme classique avec des 

lymphocytes ressemblant à des lymphoblastes et une autre variante pleïomorphe avec 

des cellules de grandes tailles. Ces formes blastoïdes sont associées à un pronostic plus 

défavorable. 

 

 

 

Figure 4 : Forme classique du lymphome du manteau                             

(http://hematocell.univ-angers.fr) 
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Figure 5 : Forme blastoïde du lymphome du manteau                             

(http://hematocell.univ-angers.fr) 

 

Le plus souvent, les patients se présentent à un stade III ou IV de la classification d‟Ann 

Arbor au moment du diagnostic. Les infiltrations lymphomateuses se localisent fréquemment 

au niveau médullaire (50-80% des cas), du tube digestif, la rate et le foie avec ou sans phase 

leucémique. Les atteintes du système nerveux central sont très rares et plus couramment 

associées aux formes blastoïdes.  

La translocation t(11;14)(q13;q32) entre le gène IGH et le gène CCDN1 aboutit à          

l‟hyperexpression de la cycline D1. Il s‟agit du premier évènement génétique qui se produit 

dans la lymphomagénèse. Cette translocation est présente dans la quasi-totalité des cas de 

lymphome du manteau.6 La surexpression de la cycline D1 est à elle seule insuffisante pour 

induire une prolifération lymphomateuse. La perte génétique de gènes suppresseurs de 

tumeurs (ATM, CDKN21, TP53) et des gains d‟oncogènes (MYC, SYK, BCL2) aboutissent à la 

naissance de la cellule tumorale. Les cas de forme variante blastoïde ont une fréquence plus 

élevée de tétraploïdie et de mutations du gène codant pour la p53. La translocation du gène 

MYC a été associée à une survie plus courte.9  

La translocation t(11;14) peut être retrouvée dans d‟autres hémopathies. Dans les formes sans 

hyperexpression de la cycline D1, la surexpression de la cycline D2 ou D3 et/ou la présence 

du facteur de transcription SOX11 en cas de cytologie atypique peuvent contribuer au 

diagnostic de lymphome du manteau. L‟impact pronostique du niveau d‟expression de 

SOX11 n‟est pas encore établi.8;14 Les facteurs pronostiques reconnus dans le MCL sont : le 

score MIPI, l‟index de prolifération (Ki67) et les formes blastoïdes/pleïomorphes.15 
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3. Le lymphome de la zone marginale  

Le lymphome de zone marginale (MZL) est une entité générale qui regroupe plusieurs sous-

types de lymphomes initialement décris séparément. Il représente environ 15% de l‟ensemble 

des lymphomes non hodgkiniens. Les différentes formes de lymphomes sont les suivantes :  

- 70% : lymphomes des tissus associés aux muqueuses (MALT) retrouvés dans les sites 

extra-ganglionnaires ; 

- 20% : lymphomes de la zone marginale splénique avec ou sans lymphocytes villeux 

(SMZL et SLVL) qui sont caractérisés par la présence d‟une splénomégalie ; 

- 10% : lymphomes de la zone marginale ganglionnaire (NMZL) sans splénomégalie ou 

d‟infiltration du MALT. 

L‟OMS a créé deux entités, pour le moment classées à part : 

- Le lymphome de la pulpe rouge à petites cellules B (SRPL) présentant une forte 

proportion de lymphocytes villeux ; 

- La leucémie à tricholeucocytes variante (HCLv). 

 

a) Le lymphome des tissus associés aux muqueuses 

Ce lymphome extra-ganglionnaire est caractérisé par des petites cellules B de morphologie 

hétérogène incluant, entre autres, des cellules de la zone marginale et des cellules 

monocytoïdes. Il représente 7 à 8% des lymphomes B, et plus de 50% des lymphomes 

gastriques. La moyenne d‟âge de survenue est de 61 ans.  

Les lymphomes du MALT se développent au sein des organes dépourvus de follicules 

lymphoïdes, par accumulation de lymphocytes B suite à une stimulation antigénique, une 

maladie auto-immune ou un stimulus inconnu. Par la suite ces lymphocytes acquièrent des 

anomalies génétiques en perdant leur dépendance à la stimulation antigénique, ce qui conduit 

à leur transformation en clone tumoral. 
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Les étiologies infectieuses du lymphome du MALT sont souvent associées à des agents 

pathogènes en fonction de la localisation : 

- Lymphome gastrique et Hélicobacter pylori (90% des lymphomes gastriques sont 

associés à cette bactérie) ; 

- Lymphome oculaire et Chlamydia psittaci ; 

- Lymphome digestif et Campilobacter jejuni ; 

- Lymphome cutané et Borrelia burgdoferi. 

Les maladies auto-immunes telles que le syndrome de Sjögren et la thyroïdite d‟Hashimoto 

sont connues pour précéder les lymphomes du MALT de type salivaire et thyroïdien.6 

La dissémination de la maladie se fait principalement aux autres tissus muqueux, ou à 

d‟autres sites non muqueux tels que la rate, le foie et la moelle osseuse, principalement en cas 

de lymphomes extra-digestifs. L‟infiltration médullaire est retrouvée dans 20% des cas. La 

dissémination sanguine est rare et ces lymphomes ne bénéficient donc pas d‟un 

immunophénotypage sur sang en première intention.13 

Les translocations impliquées dans le lymphome du MALT le plus fréquemment retrouvées 

sont t(11;18), t(1;14), t(14;18) et t(3;14). La première translocation aboutit à la synthèse d‟un 

transcrit de fusion API2-MALT1 qui confirme le diagnostic notamment dans les cas où il 

existe une faible infiltration tissulaire.9 

L‟évolution de la maladie est souvent indolente et la dissémination est lente. Le traitement de 

ces lymphomes est basé sur l‟éradication de l‟agent pathogène quand il a été identifié. La 

transformation du lymphome du MALT en lymphome B diffus à grandes cellules est possible 

en cas de résistance aux traitements.  
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b) Lymphome splénique de la zone marginale  

Le lymphome splénique de la zone marginale (SMZL) est caractérisé par l‟infiltration de la 

pulpe blanche de la rate par des petits lymphocytes B. La moelle osseuse et le sang sont 

souvent infiltrés par les cellules lymphomateuses (83 à 100%).16 

Les patients présentent fréquemment une splénomégalie associée à une anémie ou une 

thrombopénie d‟origine auto-immune. Une association avec le virus de l‟hépatite C a été 

décrite dans le sud de l‟Europe.6 Ce lymphome est plus souvent retrouvé chez les femmes 

avec une médiane d‟âge d‟environ 65 ans. 

Le diagnostic de ce lymphome est basé sur la combinaison de différents critères qui incluent 

la morphologie, l‟immunophénotypage des lymphocytes, les anomalies génétiques, 

l‟histologie de moelle osseuse et quand cela est possible une histologie de la rate :  

- Soit une histologie de rate accompagnée d‟un immunophénotypage avec un score de 

Matutes inférieur ou égale à 2 ;  

 

- Soit une morphologie sanguine typique et médullaire associée à un 

immunophénotypage et à une infiltration intrasinusoïdale de la moelle osseuse par des 

cellules CD20 positives.17 

Dans 75% des cas de SMZL, une splénomégalie et une lymphocytose chronique supérieure à  

4 G/L sont présentes.18 

L‟examen du frottis sanguin retrouve une cytologie lymphocytaire hétérogène. Les cellules 

lymphoïdes ont une chromatine dense et les contours cytoplasmiques comportent des 

villosités polaires pour « les lymphocytes villeux » caractéristiques. Néanmoins, les 

lymphocytes villeux sont en proportion variable et sont associés à d‟autres cellules comme 

des petits lymphocytes, des cellules lymphoplasmocytaires, des cellules d‟allure 

monocytoïdes voire des plasmocytes.11 Le terme de lymphome splénique à lymphocytes 

villeux (SLVL) est d‟ailleurs utilisé quand le taux de lymphocytes villeux circulant dépasse 

20%. Cependant, un délai trop long avant la réalisation du frottis sanguin peut faire disparaitre 

ces villosités polaires et ainsi fausser le décompte de ces lymphocytes villeux sanguins. Dans 

la classification actuelle, on utilise le terme général de lymphome splénique de la zone 

marginale plus ou moins associé à des lymphocytes villeux.17  
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La présence de seulement quelques lymphocytes villeux typiques, l‟absence d‟ombres 

nucléaires, la présence de rouleaux d‟hématies sont des arguments en faveur d‟un MZL mais 

ne permettent pas d‟exclure une CLL atypique, un lymphome folliculaire atypique ou un 

lymphome du manteau, d‟où l‟intérêt de l‟immunophénotypage sanguin.8 

 

 

Figure 6 : Cellules d'aspect monocytoïde du SMZL                              

(http://hematocell.univ-angers.fr) 

 

Concernant les anomalies génétiques, il n‟y a pas de signature génétique du SMZL mais des 

anomalies évocatrices. Les aberrations cytogénétiques les plus fréquemment retrouvées sont 

des gains du 3q (20 à 30%) et 12q (15 à 20%) ainsi que des délétions 7q (30 à 40%). Plusieurs 

anomalies observées dans des autres hémopathies B ont été rapportées dans le SMZL, comme 

la translocation t(11;14)(q13;q32) caractéristique du lymphome du manteau, ou des trisomies 

12 et 3q plus souvent retrouvées dans les CLL et les MCL. La moitié des cas possèdent des 

mutations somatiques des gènes des immunoglobulines.6;11;17  

Il est particulièrement important de combiner tous les éléments biologiques dont 

l‟immunophénotypage pour aboutir au diagnostic de SMZL et ainsi éliminer les diagnostics 

différentiels. 

En général l‟évolution clinique est indolente. La splénectomie augmente la survie globale. Il 

existe une possibilité de transformation en lymphome de haut grade.  

http://hematocell.univ-angers.fr/
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c) Lymphome de la zone marginale ganglionnaire  

Le lymphome de la zone de marginale ganglionnaire (MZLN) représente environ 1,5% des 

hémopathies lymphoïdes. Il ressemble aux lymphomes de zone marginale splénique et extra-

ganglionnaire sans la mise en évidence d‟atteinte de la rate ou du MALT. 

Les infiltrations médullaires et les phases leucémiques sont rares. La plupart des patients sont 

asymptomatiques et présentent des adénopathies localisées ou généralisées. 

Les anomalies génétiques observées sont de même type que celles du SMZL et la 

transformation en lymphome de haut est également possible. 

Il existe des formes pédiatriques du MZLN qui possèdent des caractéristiques cliniques et 

morphologiques propres. Elles sont associées à bon pronostic après traitement.6 

 

d) Lymphome/leucémie spléniques B inclassables 

Cette entité provisoire est divisée en deux groupes : le lymphome B diffus splénique de la 

pulpe rouge avec lymphocytes villeux et la leucémie à tricholeucocytes variante.  

 

 Lymphome B diffus splénique de la pulpe rouge avec lymphocytes villeux 

Cette entité est provisoire dans la classification de l‟OMS, dans l‟attente de définir les 

principaux caractères et les marqueurs diagnostiques. 

Le lymphome B diffus splénique de la pulpe rouge avec des lymphocytes villeux (SRPL) est 

un lymphome rare (< 1% des lymphomes non hodgkiniens) caractérisé par une infiltration 

diffuse de la pulpe rouge de la rate. Le lymphome infiltre également la moelle osseuse et le 

sang par des lymphocytes villeux.6 Le SRPL est diagnostiqué dans 10% des splénectomies 

réalisées dans le cadre des syndromes tumoraux. 

Les patients ont souvent un faible taux de lymphocytes sanguins associé à une leucopénie et 

thrombopénie qui sont rattachées à la splénomégalie. En général, les patients sont plus âgés 

que dans le SMZL. 
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Le pourcentage de lymphocytes villeux dans le sang dépasse nettement 20% des lymphocytes 

totaux. On observe ainsi quelques cellules lymphoplasmocytoïdes et des cellules plus grandes 

avec un noyau monocytoïde. Les lymphocytes villeux sont caractérisés par un noyau rond à 

chromatine mottée et un cytoplasme basophile présentant des villosités franches réparties sur 

un ou plusieurs pôles de la cellule. La distinction avec la leucémie à tricholeucocytes variante 

est faite par l‟absence de nucléole prédominant. L‟observation d‟un faible nombre de 

lymphocytes villeux avec un nucléole proéminant oriente vers une progression tumorale 

clinique.  

La population lymphoïde se distingue du SMZL par son homogénéité, mais il faut rester 

critique par rapport aux villosités qui sont très dépendantes de l‟étalement et de la rapidité de 

réalisation du frottis.8;16 

Les données génétiques sont encore limitées. La plupart des cas montrent une absence 

d‟aberrations chromosomiques (66%) et les anomalies les plus fréquentes concernent des 

délétions du chromosome 7q, des trisomies 18 et des trisomies partielles 3q. 

L‟immunophénotypage est plus contributif pour le diagnostic (CD180 fort), mais une 

corrélation entre la cytologie sanguine, l‟histologie de la rate, l‟immunophénotypage et la 

clinique du patient restent indispensable pour obtenir un diagnostic précis.16 

 

 

Figure 7 : Lymphocytes villeux des SRPL, SMZL                              

(http://hematocell.univ-angers.fr) 
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 Leucémie à tricholeucocytes variante 

 Le terme de leucémie à tricholeucocytes variante (HCLv) englobe les désordres 

lymphoprolifératifs chroniques B qui ressemblent à la leucémie à tricholeucocytes mais 

possèdent des caractéristiques cyto-hématologiques différentes, des immunophénotypages 

différents ou une résistance aux traitements classiques des leucémies à tricholeucocytes.6 

Cette leucémie représente environ 0,4% des hémopathies lymphoïdes malignes et 10% des 

leucémies tricholeucocytes.16 Dans la majorité des cas, la moelle osseuse et le sang sont 

infiltrés. La pulpe rouge de la rate est également infiltrée avec une régression de la pulpe 

blanche.11  

Cliniquement, les patients présentent une splénomégalie (85%), mais très rarement une 

hépatomégalie. Le point marquant pour différencier la leucémie à tricholeucocytes et sa forme 

variante repose sur la présence d‟une hyperleucocytose supérieure à 10 G/L dans 90% des cas 

et une absence de monocytopénie souvent caractéristique dans la forme classique lors du 

diagnostic.19;18  

Le frottis sanguin montre une prolifération de cellules villeuses (20 à 95%), des cellules 

lymphoïdes qui ont des caractéristiques hybrides entre une leucémie à prolymphocytes et une 

leucémie à tricholeucocytes. Les lymphocytes sont de taille moyenne à grande, avec un noyau 

à chromatine condensée et un nucléole unique prédominant central le plus souvent. Le 

cytoplasme des cellules possède des projections villeuses.6;18;19 

Il existe peu de données sur les caractéristiques génétiques de cette leucémie, le taux 

d‟hypermutation somatique des gènes des IGHV est faible, des cas de délétions 8q, 17p, et de 

trisomie 12 ont été rapportés. L‟absence de la mutation BRAFV600E caractéristique de la 

leucémie à tricholeucocytes suggère que cette entité provisoire est bien distincte de celle-ci.16 
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Figure 8 : Leucémie à tricholeucocytes variante 8 

 

4. Leucémie à tricholeucocytes  

La leucémie à tricholeucocytes (HCL) est une hémopathie en générale indolente, caractérisée 

par la présence de cellules “chevelues” qui infiltrent le sang, la moelle osseuse et la pulpe 

rouge de la rate. Ces cellules lymphomateuses diffèrent des cellules B mémoires par 

l‟altération de l‟expression de chémiokines et de récepteurs d‟adhésion. Il s‟agit d‟une 

maladie rare qui représente environ 2% des SLP-B avec une médiane d‟âge de 50 ans.6 

La biopsie ostéomédullaire montre très fréquemment une infiltration par les cellules 

lymphomateuses soit diffuse ou interstitielle, soit focale faite de cellules avec un aspect « œuf 

au plat » et le noyau ovale ou réniforme. La biopsie de moelle osseuse reste un prélèvement 

de choix pour le diagnostic. Il existe souvent une fibrose qui entraine une difficulté à 

l‟aspiration.11 Au niveau de la rate, la pulpe rouge est infiltrée avec une hypoplasie de la pulpe 

blanche. Le foie et ganglions lymphatiques sont souvent envahis dans les stades avancés de la 

maladie.6;16 

La plupart des patients se présentent avec une splénomégalie et une pancytopénie, parfois 

seulement avec une neutropénie, une thrombopénie ou une anémie. Le caractère quasi 

constant reste la monocytopénie sanguine qui s‟observe sur le frottis sanguin, car très souvent 

les appareils de numération comptabilisent les tricholeucocytes dans les monocytes.  
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Sur le frottis sanguin, les tricholeucocytes sont très souvent en faible nombre et il convient 

donc de réaliser une recherche attentive de ces cellules. Les tricholeucocytes sont des cellules 

lymphoïdes de grande taille avec un cytoplasme étendu, faiblement ou irrégulièrement 

basophile et présentant de fines projections cytoplasmiques. Parfois, la présence d‟inclusions 

granulo-lammellaires ayant l‟aspect de bâtonnets discrètement basophiles à zone centrale clair 

est retrouvée dans le cytoplasme. Le noyau est souvent excentré, ovale ou réniforme. La 

chromatine est finement dispersée, homogène et le nucléole peu ou pas visible, est petit et 

souvent unique. L‟immunohistochimie des HCL met en évidence une positivité à la coloration 

TRAP des granulations cytoplasmiques et la présence d‟un marqueur très spécifique de HCL : 

l‟annexine A1. L‟expression de l‟annexine A1 permet de distinguer les HCL des autres 

hémopathies lymphoïdes B, comme le SMZL et la HCLv qui ne l‟expriment pas. Son 

expression doit être corrélée aux antigènes des cellules lymphoïdes B (CD20), car l‟annexine 

A1 est également exprimée par les granulocytes et les lymphocytes T. 6;11;19 

Concernant les données génétiques, les gènes des IGVH ont subi des hypermutations 

somatiques dans 85% des cas. Des anomalies numéraires des chromosomes 5 (40%) et 7 ont 

été décrites. Une augmentation de l‟expression de la cycline D1 est observée en l‟absence de 

la translocation t(11;14). La mutation BRAFV600E est retrouvée dans toutes les HCL et est 

absente des autres SLP-B, ce qui en fait une mutation spécifique de la HCL. Selon les 

recommandations de SFH, la mutation doit être recherchée dans les cas de diagnostic 

incertain ou dans les cas présentant des thérapeutiques complexes.11;18;19 

 

 

Figure 9 : Tricholeucocyte                                                                          

(http://hematocell.univ-angers.fr) 
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5. Lymphome folliculaire  

Le lymphome folliculaire (FL) est issu de cellules B centro-folliculaires, (centrocytes et 

centroblastes) qui prolifèrent dans le ganglion folliculaire et donnent l‟architecture typique de 

ce lymphome.  

Le lymphome folliculaire représente 20% des lymphomes. Son incidence est très forte aux 

Etats-Unis et dans l‟ouest de l‟Europe avec un âge médian de 60 ans. De très rares cas ont été 

décrits chez les patients de moins de 20 ans. 

Ce lymphome a une forte prédominance ganglionnaire, mais la rate, la moelle osseuse (40 à 

70% des cas) et le sang peuvent être infiltrés. Occasionnellement des sites primaires extra-

ganglionnaires ont été décrits.6 La phase leucémique reste rare au diagnostic, ne dépassant pas 

10% des cas. Le taux de lymphocytes est variable et peut parfois aboutir à une 

hyperlymphocytose.  

Les cellules lymphomateuses observées dans le sang sont généralement des centrocytes. Ils 

ont un noyau un peu plus grand que celui d‟un lymphocyte normal, présentent une encoche 

étroite et profonde, parfois réduite à un simple coup d‟ongle, et une chromatine très compacte 

mais non mottée, sans nucléole visible. Le cytoplasme est faiblement basophile et très peu 

abondant, parfois visible uniquement dans l‟échancrure du noyau.8 

La majorité des patients ont une infiltration étendue au diagnostic avec des adénopathies 

périphériques et centrales (abdominales et thoraciques) ainsi qu‟une splénomégalie. 

Seulement un tiers des patients sont au stade I et II de la classification de Ann Harbor au 

moment du diagnostic.  

Le lymphome folliculaire est typiquement composé de deux types de cellules B retrouvés 

dans les centres germinatifs. Les cellules de taille petite à moyenne avec un noyau angulaire, 

allongé, clivé avec un très discret nucléole et un cytoplasme pâle sont des centrocytes. Les 

cellules larges avec un noyau rond ou ovale, mais occasionnellement réniforme ou multilobé 

avec une chromatine vésiculée contenant un à trois nucléoles périphériques et un cytoplasme à 

bord étroit sont des centroblastes. En général les centrocytes sont prédominant et les 

centroblastes minoritaires. La gradation du stade de la maladie a un impact pronostique, les 

biopsies avec un plus grand nombre de grandes cellules ont une progression plus forte vers les 

lymphomes à grandes cellules. 
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Le grade de l‟hémopathie est déterminé en fonction du nombre de centroblastes comptés par 

champs au grossissement X40.6 Le grade de l‟hémopathie ne fournit pas un pronostic clair, 

car il n‟existe pas de consensus sur la nature des grades 3B qui ressemblent aux lymphomes 

de novo B diffus à grandes cellules et arborent des caractéristiques immunophénotypiques et 

moléculaires différentes des grades 1 à 3A.20  

En immunohistochimie, la protéine BCL2 est exprimée par une proportion variable des 

cellules tumorales, environ 85% dans les grades 1 et 2, et seulement 50% dans les grades 3. 

Cette expression de BCL2 n‟est pas utilisée pour différencier le FL des autres hémopathies 

lymphoïdes B qui peuvent également exprimer cette protéine (DLBCL, lymphomes 

inclassables…).6 

Le premier évènement oncogénique apparait pendant la recombinaison des gènes VDJ dans la 

moelle osseuse. Il aboutit à la translocation t(14;18)(q32;q21) qui correspond à un 

réarrangement du gène BCL2 conduisant à la surexpression de la protéine BCL2. Cette 

translocation est présente dans 90% des cas de grades 1 et 2 lors de la mise en évidence par 

FISH, et est moins fréquente dans les grades 3B. Le réarrangement de BCL2/IGH est retrouvé 

dans le sang périphérique chez 25 à 75% des témoins, particulièrement si on utilise la RT-

PCR pour la détection. Des études récentes suggèrent que ce réarrangement est retrouvé dans 

les cellules B mémoires. Des anomalies en 3q et des réarrangements du gène BCL6 (environ 

10% des cas) ont également été mis en évidence, en particulier dans les grades 3B. Le plus 

souvent, les anomalies sont associées et peuvent avoir une incidence pronostique comme une 

délétion 17p ou une délétion en 6q.6;8;20  

Le pronostic est étroitement relié à l‟étendue de la maladie au moment du diagnostic. Environ 

3% par an des FL se transforment en lymphomes de haut grade (fréquemment en DLBCL), 

mais quelques fois en lymphome B avec les caractéristiques intermédiaires entre le lymphome 

de Burkitt et le DLBCL (lymphomes double hit/triple hit). En général les transformations font 

suite à des additions d‟anomalies génétiques, comme par exemple des translocations du gène 

c-MYC. 6;20  
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Figure 10 : Centrocytes du lymphome folliculaire                                     

(http://hematocell.univ-angers.fr) 

 

6. Leucémie à prolymphocytes  

La leucémie à prolymphocytes (B-PLL) est définie par un taux sanguin de prolymphocytes 

supérieur à 55%. Les cas de transformations de CLL, les CLL avec un taux croissant de 

prolymphocytes et les cellules lymphoïdes chroniques avec des morphologies similaires mais 

portant la t(11;14) sont exclus de cette entité. 

La B-PPL est une pathologie très rare et représente environ 1% des leucémies lymphoïdes et 

touche principalement les sujets âgés avec un âge médian de 65 à 69 ans.6 

Les patients se présentent avec une splénomégalie et des adénopathies périphériques minimes. 

Le taux de lymphocytes sanguins est généralement très élevé et souvent supérieur à 100 G/L, 

accompagné d‟une anémie et d‟une thrombopénie dans 50% des cas qui reflètent le degré 

d‟infiltration médullaire. Le clone tumoral envahit principalement la moelle osseuse, le sang 

et la rate.6;21 

La quasi-totalité de la population lymphoïde est constituée de prolymphocytes. Le 

prolymphocyte est une cellule de grande taille (environ deux fois plus grand qu‟un petit 

lymphocyte) avec un noyau rond, une chromatine modérément condensée et un nucléole 

prédominant central. En général, les contours du noyau sont plus uniformes que ceux des 

prolymphocytes retrouvés dans la CLL. Le rapport nucléocytoplasmique est élevé, le 

cytoplasme est clair, abondant et faiblement basophile.22;23 

http://hematocell.univ-angers.fr/
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La cytogénétique montre fréquemment un caryotype complexe, les délétions 17p sont 

détectées dans 50% des cas et souvent associées à des mutations du gène TP53 ou c-MYC. 

Les délétions 13q et 11q sont assez fréquentes. 

La distinction avec des MCL blastoïdes, des SMZL, et des CLL avec un taux croissant de 

prolymphocytes est morphologiquement difficile. Le diagnostic différentiel requiert des 

études immunophénotypiques et génétiques, en partie par exclusion de la t(11;14) et/ou 

l‟expression de la cycline D1.6 

Les cas présentant une translocation t(11;14) doivent être classés dans les lymphomes du 

manteau variant.21 

 

 

Figure 11 : Leucémie à prolymphocytes                                                  

(http://hematocell.univ-angers.fr) 

 

7.  Lymphome lymphoplasmocytaire ou maladie de Waldenström  

Le lymphome lymphoplasmocytaire (LPL) est une hémopathie composée de petits 

lymphocytes, de lymphocytes plasmocytoïdes et de plasmocytes qui infiltrent 

particulièrement la moelle osseuse, et quelques fois les ganglions et la rate. Il ne satisfait pas 

les critères pour un autre SLP-B avec une différenciation plasmocytaire. Ce lymphome est 

souvent associé à une paraprotéine, fréquemment une IgM mais qui n‟est pas indispensable 

pour le diagnostic.6 

http://hematocell.univ-angers.fr/
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La maladie de Waldenström (MW) est définie selon la classification de l‟OMS par la présence 

d‟un LPL avec une infiltration médullaire et une gammapathie IgM monoclonale quelle que 

soit sa concentration sanguine. 

Le LPL touche en priorité les adultes avec une incidence qui augmente après 60 ans. 

L‟étiologie reste ignorée mais l‟existence de formes familiales est connue depuis longtemps : 

20 % des patients ont des apparentés avec cas de MW ou de syndromes lymphoprolifératifs B 

dans la famille. Ces patients sont diagnostiqués à un âge précoce et souvent avec une forte 

infiltration médullaire. Il a été décrit des associations avec le virus de l‟hépatite C.24;25  

Les patients décrivent une fatigue liée à l‟anémie. Environ 15 à 30% des patients ont une 

splénomégalie, une hépatomégalie et des adénopathies. Le type de paraprotéine le plus 

couramment décrit est une IgM qui peut être l‟origine d‟un syndrome d‟hyperviscosité chez 

30% des patients avec céphalées, des troubles visuels, des épistaxis, et hémorragies 

rétiniennes. Une IgM monoclonale peut être observée dans la leucémie lymphoïde chronique, 

dans les lymphomes non hodgkiniens, cependant l‟anatomopathologie et 

l‟immunophénotypage permettent facilement d‟en faire le diagnostic. 

L‟hémogramme montre dans 60 % des cas une hémoglobine inférieure à 12 g/dL. L‟anémie 

est le plus souvent normochrome, normocytaire. Une neutropénie n‟est observée que chez 3% 

des patients lors du diagnostic. Une hyperlymphocytose peut être présente, mais les 

leucocytes dépassent rarement 15 G/L. Dans la majorité des cas, la formule leucocytaire est 

normale mais une population clonale circulante peut être détectée en immunophénotypage.  

La plupart des cas présentent une infiltration de la moelle variable (20 à 100 % des cellules 

médullaires). L‟atteinte médullaire est caractérisée par un infiltrat nodulaire, diffus et/ou 

interstitiel, constitué de petits lymphocytes prédominants mêlés en proportions variables à des 

lymphoplasmocytes et plasmocytes. Cet infiltrat est à l‟origine de l‟anémie. La morphologie 

médullaire est similaire à celle retrouvée dans le sang. Parfois le clone tumoral est retrouvé 

dans les organes lymphoïdes et dans les sites extra-ganglionnaires. Dans la rate, on peut 

observer un infiltrat lymphoplasmocytaire formant des nodules dans la pulpe rouge ou se 

développant de façon plus diffuse. La présence de rouleaux d‟hématies sur le frottis sanguin 

est fréquemment observée. 
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Concernant la génétique, il n‟y a pas d‟anomalie chromosomique et/ou oncogénique 

spécifique identifiée. Toutefois, la délétion 6q a été retrouvée avec une prévalence de 30 à 

50% en fonction des études. La trisomie 4 a été reportée dans environ 20% des MW; les 

trisomies 3 et 18 sont rares. Les LPL ne présentent aucune des translocations associées aux 

autres syndromes lymphoprolifératifs chroniques B impliquant les gènes CCND1, MALT1, 

BCL10 ou BCL2. Une mutation somatique récurrente (MYD88 L265P) a été récemment 

identifiée et est exprimée dans 91 % des cellules de LPL. Elle est observée chez 6,5 % des 

patients avec un MZL, et représente donc un marqueur spécifique de la MW et une future 

cible thérapeutique.  

Ce lymphome a une évolution clinique indolente et une petite proportion peut se transformer 

en lymphome de haut grade. 6;13;24 

 

 

Figure 12 : Lymphome lymphoplasmocytaire                                            

(http://hematocell.univ-angers.fr) 

Ces différentes pathologies ont des évènements oncogéniques différents qui entrainent une 

variation de l‟expression d‟antigènes membranaires (intra ou extracellulaire) sur le clone 

lymphomateux. Ces différents antigènes pourront être étudiés en cytométrie en flux. 

Confronté aux multiples difficultés de diagnostics différentiels tant sur le plan clinique, que 

morphologique, la réalisation d‟un immunophénotypage sanguin est utile et contribue par son 

interprétation précise à la classification des différents SLP-B. Le phénotypage reste une 

investigation indispensable, associé à l‟étude morphologique sanguine. Il affirme la 

monotypie (« monoclonalité ») et oriente le diagnostic. 
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II. Immunophénotypage des syndromes lymphoprolifératifs B 

chroniques 
 

A. Principe de la cytométrie en flux 

 

1. Historique de la cytométrie en flux 

Les premiers prémices de la cytométrie en flux (CMF) débutent avec MOLDAVAN (1934) 

qui introduit le concept de comptage des cellules par la mesure d‟extinction des signaux après 

leur passage dans un tube capillaire devant un détecteur photoélectrique. 

L‟utilisation d‟anticorps couplés à des fluorochromes apparait dans les années 1940, puis se 

développe ensuite par la découverte de nouveaux fluorochromes (ex : FITC). En 1949, 

COULTER crée un analyseur de cellules qui utilise des flux constitués de liquides ionisés. 

Les cellules font varier l'impédance de part et d'autre d'un micro-orifice au travers duquel 

elles passent, la variation d'impédance étant proportionnelle à leur volume. 

Durant les années 1970, l‟utilisation des photomultiplicateurs permet d‟améliorer la 

quantification des signaux lumineux. Les cytographes et cytofluorographes sont les premiers 

appareils équipés d‟une source laser, le fluorocytographe permet d‟ailleurs de mesurer la taille 

de la cellule via la collection des signaux diffusés aux petits angles « forward scatter » et la 

mesure des fluorescences verte et rouge. 

En 1972, HERZENBERG développe un nouvel appareil, le « fluorescence activated cell 

sorter » (FACS) qui permet de séparer et de trier les populations cellulaires. Ce concept est 

repris par la société BECTON DICKINSON qui commercialise une version de cet instrument 

(FACS II). 

Jusqu‟aux années 1980, les cytomètres expérimentent plusieurs types de laser avec 

l‟utilisation d‟un nombre croissant de fluorochromes différents. L‟arrivée des anticorps 

monoclonaux dirigés contre les cellules lymphoïdes du sang a révolutionné la pratique de la 

cytométrie en flux, en passant du stade de recherche à la pratique en routine de ces analyses, 

ce qui a amené à rechercher de nouveaux fluorochromes utilisables en cytométrie de routine.26  
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Depuis les années 1980, le traitement des informations est réalisé par des systèmes 

informatiques et le nombre de couleurs analysées ne cessent d‟augmenter. Les nouveaux 

analyseurs peuvent combiner jusqu‟à 16 paramètres simultanément, et analyser les cellules à 

la vitesse de 100 000 événements par seconde.27;28 

 

2. Principe de fonctionnement de la cytométrie en flux  

La CMF repose sur l‟analyse de cellules en suspension marquées par des anticorps 

monoclonaux couplés à un fluorochrome. Les cellules sont injectées dans un flux laminaire 

continu et vont passer les unes derrière les autres devant plusieurs lasers. Leurs irradiations 

provoquent l‟excitation des fluorochromes qui vont émettre leurs fluorescences respectives. 

Ces signaux sont captés par des détecteurs spécifiques et amplifiés par des 

photomultiplicateurs puis intégrés informatiquement pour étudier les différentes populations 

cellulaires de l‟échantillon. Après l‟analyse, les cellules peuvent être ensuite triées en fonction 

des différents paramètres analysés. 

 

Figure 13 : Principe de fonctionnement des analyseurs-trieurs                          

(http://www.bfa.univ-paris-diderot.fr/spip.php?rubrique99) 

http://www.bfa.univ-paris-diderot.fr/spip.php?rubrique99
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a) Système fluidique 

La focalisation hydrodynamique permet d‟effectuer une analyse multiparamétrique des 

cellules individualisées. Le défilement des cellules les unes dernière les autres est possible 

grâce à un principe de mécanique des fluides : l‟hydrofocalisation. L‟échantillon est introduit 

via la buse d‟un injecteur qui permet de former un jet dans un liquide de gaine de la taille de 

l‟orifice de la buse.  

Pour réaliser le flux, une pression plus faible est appliquée sur le liquide de gaine par rapport 

à celle appliquée sur l‟échantillon ce qui permet de générer un flux et donc une analyse 

individuelle de chaque cellule. Si la pression appliquée sur l‟échantillon est trop forte, le 

diamètre du jet dans le liquide de gaine est augmenté ce qui engendre un centrage incorrect 

des cellules et une qualité d‟analyse insuffisante.  

La concentration cellulaire de l‟échantillon doit être ajustée à la vitesse d‟analyse de l‟appareil 

pour conserver le même diamètre de jet dans le liquide de gaine et ainsi garder le centrage de 

la cellule dans le jet. Une concentration de 106 cellules par mL est adaptée pour une vitesse de 

1000 à 2000 cellules par seconde.28 

 

 

Figure 14 : Effet de la pression et de la concentration exercées sur l'échantillon    

(http://www.bdbiosciences.com) 
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b) L’excitation lumineuse  

Le rayon du laser vient frapper perpendiculairement la cellule contenue dans le jet via des 

prismes et des lentilles optiques qui permettent de positionner avec précision le point 

d‟intersection entre la cellule et le laser. Ce rayon permet d‟exciter les fluorochromes couplés 

aux anticorps qui sont fixés sur la cellule.  

Les lasers d‟Argon sont les plus utilisés en CMF car ils produisent plusieurs raies d‟excitation 

dont deux très utilisées : 488 nm (très souvent utilisée) et 514 nm. La sensibilité de la 

détection de fluorescence émise est proportionnelle à l‟intensité d‟excitation du laser. 

Les cytomètres actuels peuvent être équipés de plusieurs lasers ce qui augmente le nombre de 

fluorochromes excitables et de ce fait le nombre de paramètres analysables. Ces lasers 

peuvent frapper en même temps la cellule (sources colinéaires) ce qui facilite leurs 

alignements mais augmente la difficulté de séparation des différentes fluorescences émises, 

ou frappent la cellule en des points d‟impact différents (sources non colinéaires) ce qui facilite 

la séparation des fluorescences. Dans le second cas, les systèmes informatiques prennent en 

compte ce décalage temporel pour synchroniser les différentes fluorescences d‟une même 

cellule.28 

c) Le système optique  

Les signaux lumineux émis après l‟excitation par les lasers sont de différentes natures :  

- La diffusion des signaux aux petits angles « forward scatter » (FSC) collectée dans 

l‟axe du faisceau laser, donne des indications sur la taille de la cellule analysée ;  

- La diffusion des signaux aux grands angles « side scatter » (SSC) collectée à 90° par 

rapport au faisceau lumineux du laser, donne des informations sur la structure interne 

de la cellule (granularité et rapport nucléocytoplasmique) et permet de discriminer les 

différentes populations du sang. Le signal est faible pour les lymphocytes, un peu plus 

fort pour les monocytes, et élevé pour les granulocytes ; 

-  La fluorescence émise par les cellules marquées est récoltée à 90° par rapport au 

faisceau lumineux du laser.  

Les deux premières informations FSC et SSC permettent déjà de différencier les différentes 

populations cellulaires sanguines comme le montre la figure 15.  
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Figure 15 : Informations "morphologiques" des cellules analysées et séparation des 

différentes populations sanguines29 

Le banc optique du cytomètre dirige les différentes fluorescences vers leurs détecteurs 

spécifiques. Le système est composé de lentilles optiques, de miroirs dichroïques et de filtres 

qui permettent de sélectionner les longueurs d‟ondes désirées, dans le but de les acheminer 

vers les collecteurs. 

Les miroirs dichroïques permettent de sélectionner les longueurs d‟ondes, les passe-bas 

réfléchissent les longueurs en dessous de leur seuil de sélection (ceux à 560 nm renvoient tous 

les signaux inférieurs à cette valeur) et inversement pour les miroirs passe-haut. Puis la 

fluorescence est captée par des filtres qui sont soit passe-haut ou passe-bas (même principe 

que les miroirs), ou passe-bande qui sélectionnent la fluorescence entre deux longueurs 

d‟ondes précises.28  

 

Figure 16 : Exemple de trajet optique dans un cytomètre en flux 

(http://cytobase.montp.inserm.fr/Cours/Cours.html) 

http://cytobase.montp.inserm.fr/Cours/Cours.html
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d) Traitement du signal lumineux 

Les signaux lumineux reçus par les détecteurs vont être convertis en signaux électriques par 

des photomultiplicateurs ou des photodiodes. Les photodiodes sont utilisées pour la collecte 

des signaux diffusés aux petits angles. Les photomultiplicateurs collectent les signaux diffusés 

aux grands angles et les différentes fluorescences.  

Ces deux détecteurs transforment le signal lumineux en signaux électriques (signal 

analogique) qui ne sont pas assimilables par le système informatique. Le convertisseur 

analogico-numérique (« Analogic to Digital Converter », ADC) transforme la valeur 

analogique (volts) en valeur numérique (canaux). Ainsi, la fluorescence d‟une cellule sera 

transformée en signal électrique dont la valeur est comprise entre 0 et 10 Volts. L‟ADC va 

ensuite digitaliser les signaux électriques et quantifier chaque amplitude de chaque signal en 

un numéro de canal entre 0 et 255. La valeur de chaque signal est codée en bits qui pourront 

ensuite être utilisables par les logiciels informatiques. 

Certaines données sont trop petites pour être visualisées. Dans ce cas, on utilise une échelle 

logarithmique afin de mieux inclure des petites cellules importantes comme des lymphocytes. 

Le voltage des photomultiplicateurs doit être optimisé pour obtenir la meilleure sensibilité de 

détection de la fluorescence.  

Les spectres d‟émission des différentes fluorescences étant plus ou moins étendus, ils peuvent 

se chevaucher et créer des interférences. Deux fluorochromes avec des spectres d‟émission 

proches vont se « polluer », donc une matrice de compensation est mise en place pour limiter 

au mieux ces phénomènes d‟interférences. Comme dans la figure 16, il faut retirer un 

pourcentage de fluorescence du FITC qui interfère avec la fluorescence du PE.28;30;31 

 

Figure 17 : Chevauchement des spectres de fluorescences FITC et PE                              

(www. bdbiosciences.com) 
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e) Les fluorochromes 

La fluorescence est une émission de lumière résultant de l‟excitation d‟une molécule. Cette 

molécule absorbe l‟énergie lors de son excitation à une longueur d‟onde caractéristique puis 

émet cette énergie sous forme de lumière presque instantanément à une longueur d‟onde plus 

grande. Les principales molécules fluorescentes sont composées de noyaux aromatiques. 

Les spectres d‟absorption et d‟émission sont propres à chaque fluorochrome, l‟excitation est 

générée par les lasers des cytomètres et les fluorescences plus ou moins brillantes sont captées 

par les détecteurs spécifiques. Pour optimiser le marquage des différents clusters de 

différenciation, on privilégie les fluorochromes de forte brillance pour des marqueurs peu 

représentés sur les cellules et inversement.28 

Les différents fluorochromes les plus utilisés en CMF sont les suivants :  

 

Figure 18 : Fluorochromes les plus utilisés en CMF 32 
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Figure 19 : Principe de la fluorescence dans la cytométrie en flux 32 

f) Préparation et analyse des échantillons 

Les échantillons analysables en CMF doivent être composés de cellules en suspension. Le 

sang et la moelle osseuse sont donc des prélèvements de choix pour l‟analyse par CMF. 

L‟utilisation de tubes avec anticoagulant (EDTA ou héparinate de lithium) est à privilégier. 

L‟analyse doit être réalisée dans les 24 heures avec une conservation à température ambiante 

afin d‟éviter la dégradation des cellules, ainsi que pour obtenir des résultats optimaux.  

La lyse des globules rouges (éléments mille fois plus représentés que les leucocytes) permet 

de les éliminer et de limiter les interférences pendant l‟analyse. La centrifugation du 

prélèvement sur un gradient de densité enrichit la population d‟intérêt en isolant les cellules 

mononuclées.26  

Le lavage des échantillons dans un tampon isotonique est recommandé pour éliminer les 

immunoglobulines naturelles circulantes qui interfèrent avec l‟étude des chaînes légères 

Kappa/Lambda ou des chaînes lourdes des immunoglobulines. L‟étude des cellules avec un 

taux élevé de récepteurs aux fragments Fc (ex : lymphocytes B) est difficile, la saturation des 

récepteurs par du sérum (animal ou humain) peut éviter un marquage non spécifique. 

Le marquage des cellules est réalisé à l‟aide d‟anticorps le plus souvent monoclonaux couplés 

à un fluorochrome, à concentration saturante après une incubation d‟environ 15 à 30 minutes 

dans l‟obscurité, suivi de lavages successifs pour éliminer l‟excès d‟anticorps. Des 

perméabilisants de membranes sont utilisés pour permettre le marquage d‟antigènes 

intracellulaires.28;32 
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B. Application en hématologie 

Historiquement, la morphologie fut le critère principal de classification des SLP-B. Les 

nouvelles méthodes d‟investigation comme l‟immunohistochimie, la génétique et 

l‟immunophénotypage ont permis d‟acquérir de nouvelles précisions sur le développement et 

les fonctions des différentes cellules hématopoïétiques pour contribuer à une classification 

plus précise des différentes entités pathologiques (comme précédemment indiqué). La 

combinaison de ces différentes informations est indispensable pour orienter le diagnostic.26 

 

1. Objectifs de la CMF dans les SLP-B 

Lors de la suspicion d‟un SLP-B sur des arguments cliniques, ou sur une hyperlymphocytose 

persistante (supérieure à trois mois) complétée parfois par la découverte de lymphocytes 

atypiques sur le frottis sanguin, l‟immunophénotypage lymphocytaire apporte des arguments 

pour affirmer la présence d‟un clone malin lymphocytaire circulant dans un délai court (48 

heures), contrairement aux autres examens comme la génétique ou l‟anatomopathologie. 

La CMF a pris une place prépondérante dans le diagnostic des SLP-B comme le montre la 

dernière classification de l‟OMS en 2008.6  

 

2. Panel lymphocytaire B en CMF 

L‟analyse des lymphocytes B par CMF est réalisée en plusieurs étapes afin d‟obtenir une 

démarche pertinente et de limiter le coût de l‟analyse. La construction du panel d‟anticorps de 

marquage est donc une étape clé de l‟analyse. Tout commence par l‟identification de la 

population lymphocytaire B, puis en fonction du stade de maturation, l‟affirmation de la 

clonalité de la population B, et enfin la caractérisation détaillée de la population pathologique.  

En général les hémopathies lymphoïdes B matures diffèrent des cellules normales B par la 

présence de deux caractéristiques anormales : une restriction des chaines légères et 

l‟expression antigénique de marqueurs aberrants. Les lymphocytes expriment des clusters de 

différenciation (CD) qui sont des antigènes de surface membranaire. Ces CD déterminent le 

type cellulaire et éventuellement leur fonction.  
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Les CD sont regroupés dans une liste internationale régulièrement mise à jour 

(www.hcdm.org). Leur propriété antigénique est mise à profit en CMF par l‟utilisation 

d‟anticorps spécifiques. 

- Identification de la population lymphocytaire B 

Le CD20 est la première molécule historiquement décrite et utilisée dans la caractérisation des 

lymphocytes B. La découverte de plusieurs antigènes pan-B comme le CD19, CD22, CD79a 

et le CD79b a permis de mieux cerner la population des lymphocytes B. 26 

La plupart des cellules B matures expriment le CD20. L‟expression du CD20 est plus 

restrictive que celle du CD19. En effet, le CD19 est présent tout au long de la maturation du 

lymphocyte B à partir du lymphoblaste jusqu‟au plasmocyte et met en évidence les 

lymphocytes B immatures. Malheureusement, certaines hémopathies B expriment faiblement 

le CD20 ou le CD19, ce qui rend difficile leur identification d‟appartenance de lignée et 

nécessite la présence d‟autres marqueurs de malignité pour aboutir au diagnostic. Par 

exemple, le CD19 est faiblement exprimé dans le lymphome folliculaire alors que le CD20 est 

fortement exprimé. Inversement le CD20 est faiblement exprimé dans la CLL. La 

détermination de valeurs de référence d‟intensité est donc un prérequis pour l‟interprétation 

phénotypique. L‟utilisation du CD19 reste la plus courante pour fenêtrer la population 

lymphocytaire B. 26;33;34 

- Stade de maturation du lymphocyte B 

L‟utilisation de différents marqueurs de maturation permet de déterminer le stade de 

maturation du clone pathologique. Le plus important est le CD10. Le CD10 est exprimé par 

les cellules B immatures et les lymphocytes B de la zone folliculaire du centre germinatif des 

ganglions, d‟où l‟expression forte du CD10 dans les LF. Les cellules B matures ont une faible 

expression du CD10.26;33 

- Clonalité de la population B 

La majeure partie des SLP-B exprime une seule des deux chaines légères des 

immunoglobulines Kappa ou Lambda. Cette restriction des chaines légères est facilement 

observable en CMF et constitue un marqueur de clonalité indispensable dans l‟analyse de la 

population lymphoïde B. Le ratio Kappa/Lambda est alors déséquilibré (normalement 2/3 

Kappa et 1/3 Lambda).  
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L‟étude de la restriction des chaînes légères doit être corrélée à un antigène de lignée 

cellulaire B comme le CD19 ou CD20, et nécessite un lavage préalable de l‟échantillon afin 

d‟éliminer les immunoglobulines circulantes qui pourraient interférer avec l‟analyse. 

L‟utilisation de ce seul caractère de restriction des chaines légères peut être insuffisante en cas 

d‟un faible clone circulant. La combinaison avec des marqueurs aberrants de lignée 

lymphoïde B comme le CD5 permet de mettre en évidence de petites populations clonales qui 

se détachent de la population normale lymphocytaire B. Ceci est utile notamment dans la 

détection de clone qui exprime très faiblement les épitopes, ou lorsque les épitopes sont 

altérés par des mutations hypersomatiques comme dans le lymphome folliculaire. Par 

exemple, dans la CLL les expressions très faibles des chaînes légères, des CD20, CD22, 

CD79b sont probablement causées par une faible densité de récepteurs B à la surface 

membranaire. 

La présence d‟une restriction monoclonale dans le sang n‟est pas toujours le signe d‟une 

hémopathie lymphoïde. En effet, des populations clonales sans origine tumorale sont 

détectées chez les patients, par exemple chez certains malades porteurs du VIH.26;35;36 

- Marqueurs aberrants de la population clonale 

Après avoir fenêtré correctement la population clonale d‟intérêt, la recherche d‟expression des 

différents antigènes pathologiques permet de caractériser le clone et d‟orienter dans la 

classification des hémopathies lymphoïdes. Le clone pathologique se distingue des cellules B 

normales par l‟absence de marqueurs physiologiques des lymphocytes B ou par l‟expression 

de marqueurs aberrants, par exemple le CD10 dans le lymphome folliculaire, les CD5 et 

CD23 dans la leucémie lymphoïde chronique, ou encore les CD103, CD25, CD11c dans la 

leucémie à tricholeucocytes. 

L‟expression du CD5 est souvent associée un phénotype aberrant, mais dans de rares cas il 

existe des personnes porteuses de maladies auto-immunes qui développent des cellules B non 

tumorales porteuses du CD5. L‟expression du CD5 doit donc être interprétée en présence 

d‟autres marqueurs, en particulier la restriction des chaines légères et les intensités anormales 

des CD20, CD22 et CD79b. 
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L‟immunophénotypage permet également de rechercher des marqueurs pronostiques de la 

maladie, comme le CD38 ou l‟expression de ZAP70 dans la CLL. Il détaille également les 

intensités d‟expression des antigènes physiologiques et aberrants : faible, moyenne ou forte. Il 

peut influencer sur les traitements thérapeutiques du patient, notamment lors de l‟utilisation 

d‟anticorps monoclonaux comme l‟anti-CD20 (Rituximab) ou anti-CD52 

(Alemtuzamab).26;34;35 

La construction du panel d‟anticorps d‟exploration des SLP-B est complexe. En général, un 

premier panel composé de quelques anticorps permet la mise en évidence d‟une éventuelle 

population clonale (« tube d‟orientation »). Si la recherche s‟avère positive, un panel étendu 

est déclenché, permettant de rechercher le stade maturation, la présence d‟aberrations 

phénotypiques et de révéler des expressions caractéristiques d‟une entité. 

L‟analyse morphologique de la population lymphocytaire reste indispensable et doit être 

simultanée à la réalisation de l‟immunophénotypage. Cette étude morphologique doit être 

réalisée par un cytologiste expérimenté, car elle peut également orienter le panel d‟anticorps 

du fait de la présence de cellules caractéristiques comme les tricholeucocytes. L‟interprétation 

conjointe de la cytologie et de l‟immunophénotypage est indispensable, car elle permet de 

détecter les résultats faussement négatifs obtenus en CMF causés par un fenêtrage incorrect 

des données cytométriques. 

La signification de la détection de faibles clones pathologiques circulants (<5% du total des 

cellules analysées) chez les patients sans antécédents de SLP-B n‟est pas clairement établie à 

l‟heure actuelle.  

En conclusion, l‟immunophénotypage de la population lymphoïde B doit prendre en compte 

les informations cytologiques, les renseignements cliniques fournis par le prescripteur, les 

données génétiques, les résultats d‟immunohistochimie pour aboutir à une analyse optimale 

des lymphocytes B et la classification de l‟hémopathie.26;34;35;36  
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Tableau 1 : Antigènes d'intérêt dans le diagnostic et le suivi des syndromes 

lymphoprolifératifs chroniques B35 

Marqueur Expression normale Intérêt dans les SLPc 

CD5 
Lymphocytes T et minorité de 

lymphocytes B 
CLL, MCL 

CD10 

Lymphocytes B et T immatures 

(centre germinatif), polynucléaires 

neutrophiles 

FL 

CD11c Quelques lymphocytes B et T 
HCL, parfois faible expression 

dans CLL, LPL, MZL, SLVL 

CD19 Lymphocytes B et plasmocytes Marqueur de la lignée B 

CD20 Lymphocytes B 
Marqueur de la lignée B, faible 

intensité d'expression dans CLL 

Chaînes légères (Ƙ et ƛ) 

en surface 
Lymphocytes B 

Indicateur de restriction 

isotypique 

Chaînes légères (Ƙ et ƛ) 

en intracytoplasmique 
Plasmocytes, lymphocytes B 

Indicateur de restriction 

isotypique 

CD22 Lymphocytes B 
Marqueur de la lignée B, faible 

intensité d'expression dans CLL 

CD23 

Faiblement positif dans les 

lymphocytes B matures, expression 

augmentée lors de l'activation 

Diagnostic différentiel CLL et 

autres syndromes 

lymphoprolifératifs chroniques 

CD5+ 

CD24 
Expression intermédiaire sur 

précurseurs B et T 
MZL 

CD25 Lymphocytes B et T activés 

HCL en combinaison avec 

CD103 et CD11c, rares LPL, 

MZL, MCL, MW 

CD27 

Marqueur d'activation des 

lymphocytes T 

Lymphocytes B mémoires 

CLL, SLVL, MZL, MW 
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Marqueur Expression normale Intérêt dans les SLPC 

CD38 
Cellules centrofolliculaires, cellules T 

immatures, plasmocytes 

Différenciation plasmocytaire, 

marqueur pronostique dans la 

CLL 

CD43 
Lymphocytes T et minorité de 

lymphocytes B 

Expression aberrante dans la 

CLL, rares MCL et MZL 

CD45 Marqueur panleucocytaire 

Intérêt pour la distinction des 

hémopathies matures et 

immatures 

CD49d 
Lymphocytes B, T, NK, monocytes, 

plasmocytes 

Marqueur pronostique dans la 

CLL 

CD79b 
Précurseurs B, plasmocytes, 

expression variable sur lymphocytes B 

Marqueur de la lignée B. Faible 

intensité d'expression dans la 

CLL 

CD81 Lymphocytes B et T 
Intérêt diagnostique dans le 

MM, rôle MRD CLL 

CD103 Minorité de lymphocytes B HCL et rares MZL 

CD200 

Macrophages, cellules dendritiques, 

mastocytes, polynucléaires, 

lymphocytes 

Diagnostic différentiel 

CLL/MCL, intérêt diagnostique 

dans MM 

FMC7 Lymphocytes B matures 

Diagnostic différentiel 

CLL/MCL et autres syndromes 

lymphoprolifératifs CD5+ 

Bcl-2 
Lymphocytes T, minorité de 

lymphocytes B 
FL 

ZAP-70 Lymphocytes T, NK, précurseurs B 
Marqueur pronostique dans la 

CLL 

CD160 Lymphocytes NK et T CD8 HCL (CLL) 

Légende : MRD : maladie résiduelle ; CLL : leucémie lymphoïde chronique ; FL : lymphome folliculaire ; 

MCL : lymphome du manteau ; MZL : lymphome de la zone marginale ; LPL : leucémie à prolymphocytes ; 

MM : myélome multiple ; MW : maladie de Waldenström ; SLPC : syndrome lymphoprolifératif chronique ; 

SLVL : lymphome splénique à lymphocytes villeux ; HCL : hairy cell leukemia (leucémie à tricholeucocytes).
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C. Immunophénotypage des différents SLP-B 

Les SPLB ont des expressions des CD plus ou moins définis dans la cytométrie en flux. On 

peut séparer ces différents syndromes en quatre groupes en fonction de leurs expressions du 

CD5 et du CD10 : 

- CD5+ / CD10- : représenté majoritairement par la CLL et le MCL ; 

- CD5- / CD10+ : plus souvent pour le FL ; 

- CD5-/ CD10- : majoritairement représenté par le MZL, HCL ; 

- CD5+/ CD10+ : coexpression rare. 

Cette séparation en quatre groupes se rapproche de la pratique quotidienne d‟interprétation 

des phénotypages des SLP-B, mais l‟addition de marqueurs supplémentaires ainsi que l‟étude 

cytologique, génétique, et anatomopathologique conduisent à un diagnostic plus précis.35 
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Tableau 2 : Approche diagnostique immunophénotypique et classification des SLP-B 35 

Entité pathologique Caractéristiques phénotypiques 
Informations complémentaires 

diagnostiques 

CD5+ CD10− 

Leucémie lymphoïde 

chronique 

Phénotype typique : CD20 (d), CD22 

(d), sIg (d), CD23+, FMC7 (− ou d) 
Morphologie caractéristique 

Lymphome du 

manteau 

Phénotype variable souvent CD20 (i), 

sIg (i), CD23+/−, FMC7+/− 

Cycline-D1 IHC, réarrangement 

t(11;14)/CCND 

Leucémie à 

prolymphocytes 

Phénotype variable, possibilité de 

recoupement avec CLL et MCL CD20 

(+i), sIg (+i), FMC-7+/−, CD5+/− 

Cellules larges avec nucléole prédominant ; 

exclure un MCL blastique 

Lymphome de zone 

marginale 

Phénotype variable : CD23−; souvent 

CD11c+/−, CD103+/− non typique de 

la HCL, quelques fois cIg seulement 

Développement dans les follicules, 

possibilité de différentiation 

lymphoplasmocytaire, réarrangement 

t(11;18), t(1;14), t(14;18)/MALT-1 

Lymphome 

lymphoplasmocytaire 

Phénotype : souvent CD23(-/d), 

quelques fois sIg− mais cIg+ 

Petites cellules avec une partie de 

différentiation lymphoplasmocytaire     

Principalement PB et BM 

CD5− CD10+ 

Lymphome 

folliculaire 
Couramment bcl-2+, CD43− 

Quelques développements folliculaires, 

réarrangement t(14;18)/BCL-2 

Leucémie à 

tricholeucocytes 

Phénotype typique : CD20 (b), CD22 

(b), CD11c (b), CD25+, CD103+, sIg 

(i), CD123+ 

Morphologie caractéristique; Annexin-A1+ 
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Entité pathologique Caractéristiques phénotypiques 
Informations complémentaires 

diagnostiques 

CD5+ CD10+ 

Lymphome 

folliculaire 
Couramment bcl-2+, CD43− 

Quelques développements folliculaires, 

t(14;18)/BCL-2 réarrangement 

Lymphome du 

manteau 

Phénotype variable; souvent CD20 

(i), sIg (i), CD23+/−, FMC-7+/− 

Cycline-D1 IHC, t(11;14)/CCND 

réarrangement 

CD5− CD10− 

Leucémie à 

tricholeucocytes 

Phénotype typique: CD20 (b), 

CD22 (b), CD11c (b), CD25+, 

CD103+, sIg (i) 

Confirmation par la morphologie 

caractéristique 

Lymphome de zone 

marginale 

Souvent CD11c+/−, CD103+/− 

non typique de la HCL, quelques 

fois sIg− mais cIg+ 

Développement dans les follicules, 

possibilité de différentiation 

lymphoplasmocytaire t(11;18), t(1;14), 

t(14;18)/MALT-1 réarrangement 

Lymphome 

lymphoplasmocytaire 

Phénotype : souvent CD23(-/d), 

quelques fois sIg− mais cIg+ 

Petites cellules avec une partie de 

différentiation lymphoplasmocytaire     

Principalement PB et BM 

Lymphome 

folliculaire CD10− 
Phénotype Variable 

Quelques développements folliculaires, 

t(14;18)/BCL-2 réarrangement 

Lymphome du 

manteau CD5− 
Phénotype Variable 

Cycline-D1 IHC, t(11;14)/CCND 

réarrangement 

 
Légende : + : généralement positive ; − : généralement négative ; +/− : peut être positive ou négative ; d : faible 

intensité (dim) ; i : intensité intermédiaire (intermediate) ; b : forte intensité (bright) ; sIg : immunoglobulines de 

surface ; cIg : immunoglobulines cytoplasmiques ; IHC : immunohistochimie ; PB : sang périphérique ; BM : 

moelle osseuse 
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1. SLP-B CD5+ / CD10- 

Les immunophénotypages avec un CD5 positif et un CD10 négatif sont retrouvés le plus 

couramment au cours des CLL et des MCL. Quelques B-PLL et de rares MZL rentrent dans 

cette catégorie.  

 

a) La leucémie lymphoïde chronique 

La CLL est un des SLP-B le mieux défini en CMF, notamment par la présence d‟un score, le 

score de Matutes/Moreau ou RMH (Royal Marsden Hospital). Il permet d‟éliminer les 

diagnostics des autres SLP-B quand celui-ci est supérieur ou égal à 4. Il se base sur cinq 

marqueurs : CD5, CD23, FMC7 et l‟expression des immunoglobulines de surface. 

Tableau 3 : Score de Matutes/Moreau pour le diagnostic de la CLL37;38 

Marqueurs 1 Point 0 Point 

CD5 Positif Négatif 

CD23 Positif Négatif 

FMC7 Négatif / Positif faible Positif 

Expression des Igs de surface Faible Modérée à forte 

CD22 / CD79b Positif faible ou négatif Modéré à fort 

 

Le premier score établi par l‟équipe de Matutes et al comprenait le CD22 : 87% des CLL 

avaient un score de 4 à 5 et seulement 0,4% un score de 0 ou 1, 89% des autres SLP-B avaient 

un score de 0 ou 1 et seulement 0,3 % (un seul cas dans l‟étude) un score de 4.39 

L‟article de Moreau et al a proposé ensuite le CD79b à la place du CD22, ce qui a permis 

d‟affiner le potentiel de discrimination entre la CLL et autres SLP-B.38 

Les cas de CLL avec un score à 3 points sont soit des CLL avec un profil immunologique 

atypique, soit un autre SLP-B. Ils nécessitent donc des investigations complémentaires 

comme l‟ajout de nouveaux marqueurs comme le CD200, des études cytogénétiques et 

anatomopathologiques.35;40  
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Les faibles niveaux d‟expression du CD20, CD79b et des SIg de surface par rapport aux 

lymphocytes B normaux sont caractéristiques et en faveur de la CLL. Le CD5 est quasiment 

toujours exprimé (environ 95%) dans les CLL.29;32;41;42;43 

Les cas de CLL avec un profil immunologique atypique (score ≤3) ont fréquemment une 

expression forte du FMC7, des Igs de surface, du CD20 ou CD22, quelques fois une perte 

d‟expression du CD23 mais très rarement une perte du CD5. Le CD11c et le CD10 peuvent 

être également exprimés.8;44;45 

Certains marqueurs complémentaires ayant un impact pronostique peuvent être réalisés. Le 

CD38 est un marqueur d‟activation et de maturation cellulaire et joue un rôle dans 

l‟adhérence et la signalisation. Les premières études l‟ont proposé comme marqueur de 

substitution aux statuts mutationnels des IGVH, mais cette corrélation a été réfutée. Il doit être 

considéré comme un marqueur pronostique indépendant. Son interprétation en cytométrie 

reste délicate car il n‟existe pas de valeur seuil d‟expression et celui-ci peut varier de 7 à 30% 

selon différentes études. Son intensité de fluorescence varie en fonction des différents 

fluorochromes utilisés. L‟expression de ZAP70 dans la CLL est souvent associée aux formes 

non mutées des IGVH, ce statut non muté des IGVH est de mauvais pronostic. ZAP70 est très 

peu utilisé en routine par manque de standardisation de la méthode de détection.32;35;46 

Le CD23 est une glycoprotéine transmembranaire qui peut être clivée en fragments solubles 

et dosée en CMF. Un taux élevé de CD23 solubles serait lié à un mauvais pronostic, et associé 

à des infiltrations médullaires et à un temps de doublement de la lymphocytose court.32 ;46 ;47 

 

b) Le lymphome du manteau 

Les cellules du MCL expriment les antigènes B pan-cellulaires CD19, CD20 (expression forte 

ou moyenne), et CD22. Elles sont positives pour le CD5 (90% des cas)32, le FMC7 avec des 

Ig de surface d‟expression moyenne ou forte et généralement négatives pour le CD23 et le 

CD10. Le MCL a un phénotype plus variable contrairement à la CLL et nécessite des études 

complémentaires morphologiques et génétiques afin de mettre en évidence la translocation 

t(11;14). 
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Les variations phénotypiques comme la présence du CD23 (21%), du CD10 (8%) ou la perte 

du CD5 (12%), du FMC7 (11%) sont souvent identifiées dans les variants blastoïdes ou 

pleïomorphes.6;32;48;49 

La détection de la cycline D1 en CMF est possible et nécessite une amplification enzymatique 

préalable. La mise en évidence de la cycline D1 en CMF est bien corrélée avec la détection en 

FISH de la t(11;14).50;51  

Une étude récente a démontré la présence de CLL « atypiques » (aCLL) ayant un 

immunophénotypage « typique » de MCL. Selon cette étude, 32% des phénotypages de MCL 

ne comportaient pas de translocation t(11;14) et présentaient des caractéristiques génétiques 

généralement retrouvées dans les aCLL. Ces cas de aCLL avaient une expression forte du 

CD20 et des Igs de surface.52 

 

c) Le lymphome de zone marginale 

Le pourcentage de MZL CD5+ varie de 5 à 20% et pose une difficulté diagnostique face aux 

aCLL et aux autres SLP-B. Le CD23 est généralement négatif mais peut être positif dans 

environ 30% des cas ce qui complexifie l‟interprétation de l‟immunophénotypage. 

La présence d‟une différenciation plasmocytaire, ou de cellules villeuses dans une partie des 

MZL permet d‟éliminer une aCLL.35 

Les MZL CD5 positif seraient le plus souvent associés à une hyperlymphocytose ainsi qu‟une 

infiltration médullaire.53 

 

d) Le lymphome lymphoplasmocytaire 

Le LPL est une des entités les moins faciles à cerner en CMF, la cytologie avec 

différenciation lymphoplasmocytaire peut être retrouvée dans d‟autres SLP-B notamment le 

MZL ce qui complexifie l‟interprétation de l‟immunophénotypage. 
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La présence du CD5 dans le LPL varie de 5 à 10%, le CD23 est très souvent négatif et son 

expression est faible lorsqu‟il est présent.  

La distinction avec les autres SLP-B CD5+ est réalisée sur la cytologie ainsi que les critères 

cliniques.35 

 

e) La leucémie prolymphocytaire B 

La B-PLL est caractérisée par la présence d‟antigènes pan-B le CD19, le CD20, ainsi que le 

CD79b et le FMC7. L‟expression des Igs de surface est très souvent forte. Le CD5 est 

exprimé dans 20 à 30 % des cas et le CD23 dans 10 à 20% avec une expression faible. La 

présence du CD5 doit faire rechercher la t(11;14) pour éliminer les MCL blastoïdes.  

Le CD79b et l‟expression des chaines légères seraient les marqueurs les plus discriminants 

pour différencier la B-PLL du MCL et de la CLL.54 

Il existe des difficultés pour distinguer les CLL en transformation prolymphocytaire des B-

PLL de novo, car les CLL en transformation peuvent avoir une diminution de l‟expression du 

CD5, une augmentation de l‟expression du CD20 et une acquisition du FMC7 ; mais quelques 

patients conservent le même immunophénotypage que leur CLL de départ même après 

transformation.6;21;35;55 

 

2. SLP-B CD5- / CD10+ 

Cette catégorie est le plus représentée par le FL, le CD10 est quelque fois présent dans 

d‟autres SLP-B mais de façon très rare comme dans la HCL (<10%). 

 

a) Le lymphome folliculaire 

La présence du CD10 est caractéristique du FL et dans la majorité des cas le CD5, le CD23 et 

le CD43 sont négatifs et permettent d‟éliminer une CLL. Le CD10 est un marqueur 

physiologique des cellules du centre germinatif. Les FL de grade 3 expriment beaucoup moins 

le CD10. 
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Les cellules du FL sont typiquement CD10+, CD5-, FMC7+, mais il existe de rares cas de FL 

exprimant le CD5. 

La détection du CD10 peut être prise en défaut en CMF et donner des résultats faussement 

négatifs, c‟est pourquoi il est conseillé de coupler l‟anticorps anti-CD10 à un fluorochrome de 

forte brillance. 

Il existe de vrais cas de FL CD10- (jusqu‟à 50% des cas56) entrainant une confusion avec le 

MZL en cas de cytologie atypique. Dans ces cas, il est nécessaire de compléter l‟analyse avec 

la cytogénétique qui démontrera la présence de t(14;18) et des études anatomopathologiques 

pour rétablir le diagnostic.6;8;33;41 

 

3. SLP-B CD5- / CD10- 

Les MZL et la HCL représentent la majeure partie de cette catégorie, puis ensuite le LPL. 

 

a) La leucémie à tricholeucocytes 

La HCL est caractérisée par un profil immunophénotypique distinct : CD20+ fort, CD22+ 

fort, CD11c+ fort, CD25+ fort, CD103+, CD123+, FMC7+ et des Igs de surface d‟expression 

moyenne à forte. Le CD5, le CD23 et le CD10 sont le plus souvent négatifs. La mise en 

évidence de ce profil immunophénotypique est plus sensible que la détection de la TRAP. 6;35 

L‟immunophénotypage de la HCL est caractérisé par quatre marqueurs positifs : CD11c, 

CD25, CD103 et CD123 qui permettent de la distinguer des autres hémopathies ayant des 

cellules villeuses ou chevelues comme le SRPL, la HCLv ou le SLVL. Les recommandations 

de SFH préconisent de tester les CD11c, CD25, CD103 en première intention puis si un de 

ces marqueurs est négatif d‟ajouter le CD123 afin de calculer le score associé aux HCL.19  
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Le score est composé de quatre marqueurs, tous positifs dans la HCL  

Tableau 4 : Score des marqueurs de la HCL57 

Marqueurs 1 Point 0 Point 

CD11c Positif Négatif 

CD25 Positif Négatif 

CD103 Positif Négatif 

CD123 Positif Négatif 

 

Selon la publication originale de Matutes et al, 98% des HCL ont un score de 3 à 4, alors que 

88% des HCLv et 77% des SLVL ont un score de 1 à 2 et aucune n‟avait de score de 3 à 4. Ce 

score peut être très utile en cas de cytologie atypique. En pratique courante, pour les scores 

strictement supérieurs ou égale à 3 le diagnostic de HCL est vraisemblable, et pour les scores 

inférieurs ou égale à 2 d‟autres hypothèses doivent être évoquées.57 

Ces quatre marqueurs sont généralement exprimés fortement dans la HCL typique 

contrairement aux HCLv et SRPL. Dans la HCLv, le CD123 et le CD25 sont soit négatifs ou 

soit exprimés plus faiblement.58;59 

Dans les HCL véritables, on peut retrouver l‟expression de certains marqueurs aberrants ou la 

perte de CD typiques, comme la perte du CD103 dans 6% des cas, la perte du CD25 dans 3% 

des cas, ou l‟expression du CD10 dans 14% des cas et du CD23 dans 17% des cas. D‟ailleurs 

dans les HCL qui expriment le CD25, 30% d‟entre elles expriment le CD10 alors que dans les 

HCL n‟exprimant pas le CD25, aucune n‟exprime le CD10. Devant ces variations 

d‟expressions immunophénotypiques, la recherche de la mutation BRAFV600E apporte une 

aide précieuse dans le diagnostic.60;61 

 

 

 



68 
 

b) Le lymphome de zone marginale SMZL, le SRPL et la HCLv 

Parmi les différents lymphomes de zones marginales, nous traiterons principalement du 

SMZL qui dissémine majoritairement au niveau sanguin. 

Le SMZL, le SRPL et la HCLv sont le plus souvent CD5 négatif (80%) et CD10 négatif, ce 

qui les distinguent des CLL, MCL et FL.35 

 SMZL :  

Le SMZL est caractérisé par un profil dit « négatif » avec habituellement : CD5, CD10, 

CD23, CD103, CD123 qui sont négatifs, le CD11c (expression faible ou moyenne) et le 

CD25 (expression faible ou moyenne) sont variables. 

 SRPL 

Le SRPL exprime le CD11c (expression forte), le CD103 (expression forte) est retrouvé dans 

33% des cas, le CD123 dans 15% des cas et le CD25 est généralement négatif. 

 HCLv 

Le profil de HCLv ressemble à celui du SRPL, avec une expression du CD11c, une 

expression du CD103 dans deux tiers des cas, une absence ou une faible expression du CD123 

et une absence du CD25 (moins de 10% des HCLv sont CD25 positif). 17;18;58;62  

L‟équipe de Lyon a développé un score pour distinguer le SRPL du SMZL basé sur 

l‟expression des CD11c, CD22, CD76, CD38, et CD27 en utilisant la valeur de l‟intensité 

d‟expression du CD11c et CD25 en RFI. Le RFI représente le rapport de la fluorescence de la 

population pathologique sur la fluorescence d‟une population témoin saine. (RFI = IMF de 

l‟échantillon/IMF du témoin) 
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        Tableau 5 : Score pour distinguer le SRPL du SMZL 63 

Marqueurs 1 Point 0 Point 

CD11c RFI > 25 RFI < 25 

CD22 RFI > 130 RFI < 130 

CD76 Positif Négatif 

CD38 Négatif Positif 

CD27 Négatif Positif 

 

Dans cette étude, tous les SRPL avaient un score de 3 à 5 et aucun d‟entre eux n‟était 

inférieur à 3. Les SMZL avaient un score bas de 0 à 2. Cette distinction entre les deux entités 

doit être complétée par des études morphologiques, cytogénétiques et moléculaires.63 
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 Le tableau ci-dessous résume les différences cliniques, morphologiques, cytogénétiques entre 

les différents lymphomes à cellules villeuses ou chevelues. 

Tableau 6 : Caractéristiques clinico-biologiques des SRPL, SMZL, HCL, HCLv16 

 
SMZL SRPL HCLv HCL 

Fréquence       

(% des SLP-B) 
25 0,5 0,4 2 

Présentation clinique 

Sexe Ratio 0,48 1,64 1,6 5 

Age moyen 62 77 71 55 

Splénomégalie Oui Oui Oui Oui 

Lymphocytose 

 (> 4,0 G/L) 
51% 75% 80% Absente 

Neutropénie  

(<1,5 G/L) 
Absente Absente Absente Présente 

Monocytopénie Absente Absente Absente Présente 

Splénectomie 43% 26% 36% ND 

Médiane de 

survie 
10 ans 10 ans 9 ans 12 ans 

Cytologie / Histologie 

Cytologie Hétérogène Homogène Homogène Homogène 

Cytoplasme 

Faible à 

moyenne 

basophilie 

Très basophile Très basophile Translucide 

Projection 

cytoplasmique 
Fines villosités 

Villosités 

franches en 

position polaire 

Fin et faiblement 

définie 

Fin, long et 

circonférentielle 

Nucléole Petit 
Larges nucléoles 

occasionnels 

Larges nucléoles 

similaires aux 

prolymphocytes 

Petits nucléoles 

occasionnels 
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 SMZL SRPL HCLv HCL 

Chromatine Mottée Condensée Condensée Finement dispersée 

Sang 

périphérique 

Population 

lymphomateuse 

hétérogène  

LV<20% 

Population 

lymphomateuse 

homogène  

LV>50% 

Population 

lymphomateuse 

homogène  

LV>50% mais 

LV nucléolé 

Population 

lymphomateuse 

homogène  

Tricholeucocytes 

Pas de LV 

Rate 

Expansion de la 

zone marginale 

(aspect 

biphasique 

forme typique) 

Infiltration 

lymphomateuse 

diffuse avec 

congestion de la 

pulpe rouge; lac 

sanguin 

Infiltration 

lymphomateuse 

diffuse avec 

congestion de 

la pulpe rouge 

Infiltration 

lymphomateuse diffuse 

avec atrophie de la pulpe 

blanche; lac sanguin 

BM morphologie 

Infiltration 

lymphomateuse 

intrasinusoïdale 

et nodulaire, 

rarement 

interstitielle 

Hématopoïèse 

conservée  

Rare fibrose 

médullaire 

Infiltration 

lymphomateuse 

interstitielle ou 

intrasinusoïdale 

Hématopoïèse 

conservée 

Rare fibrose 

médullaire 

Infiltration 

lymphomateuse 

interstitielle ou 

intrasinusoïdale 

Hématopoïèse 

conservée 

Rare fibrose 

médullaire 

Infiltration 

lymphomateuse diffuse 

et/ou nodulaire  

Importante fibrose de la 

trame réticulinique 

Immunophénotypage 

CD20 Fort Fort Fort Très fort 

CD22 Modéré Fort Fort Très fort 

CD11c 33% Faible 97% Fort 87% Fort 
Positif très fort  

(100% des cas) 

CD76 43% 86% Fort Fort 

CD103 Négatif 

Négatif/Positif 

modéré (36% 

des cas) 

Positif faible à 

modéré (60% 

des cas) 

Positif très fort  

(100% des cas) 
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 SMZL SRPL HCLv HCL 

CD123 Négatif 

Négatif/Positif 

modéré (10% 

des cas) 

Négatif/Positif 

modéré (9% 

des cas) 

Positif très fort  

(95% des cas) 

CD25 Variable 

Variable (les cas 

positifs sont 

faibles) 

Variable (les 

cas positifs sont 

faibles) 

Très fort 

CD27 
Positif 

(ordinaire) 
Négatif Négatif Négatif 

ANX1 Négatif Négatif Négatif Positif 

sIg 
M+/-D+/-G 

kappa>lambda 

M+/-D+/-G ou 

IgG+/-D 

kappa=lambda 

IgG seul ou 

combiné avec 

d'autres chaines 

lourdes 

kappa=lambda 

IgG ou multiples chaines 

lourdes isotopiques 

kappa=lambda 

Cytogénétique 

Anomalies 

cytogénétiques 
80% 32% Rare Rare 

Récurrence 

d'anormalités 

chromosomiques 

+3, +18, del7q +3, del7q del 17p, +12 

del 17p, +12, expression 

cycline D1 sans 

réarrangement CCND1 

Biologie moléculaire 

IGHV mutation 

(%) 
57 79 83 84 

VH1-2 (%) 19 à 31 3 ND 8 

VH4-34 (%) 8 à 12 15 17 à 40 0 à 10 

VH3-23 (%) 14 18 ND 10 à 20 

VH3-30 (%) 8 6 ND 19 

BRAF mutation Absent Absent Absent Présent (100%) 
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c) Le lymphome lymphoplasmocytaire 

Le LPL est caractérisé par l‟expression des antigènes pan-B : CD19, CD20, CD22 (faible), 

CD79b, FMC7. Les Igs de surface sont fortement exprimées. Le CD5 est variable mais plus 

souvent négatif. Le phénotype CD5-, CD23- et CD10- est observé dans 60 à 80% des cas. Le 

CD25 est exprimé dans la majorité des cas, et le CD11c dans 30% des cas. Contrairement aux 

plasmocytes du myélome, les cellules n‟expriment ni le CD38, ni le CD56.6;24;64;65;66 

Le taux de l‟IgM sérique serait corrélé à l‟expression du CD23 dans le LPL.67 

Le tableau ci-dessous résume le phénotypage du LPL. 

Tableau 7 : Profil immunophénotypique dans la maladie de Waldenström68 

Marqueurs Protéines % Remarques 

Clonalité IgM surface +++ 

Chaîne légère Ig 
100 

Niveau d‟expression élevé 

kappa > lambda 

Phénotype B CD19/CD20 100 
 

 CD22 100 De faible intensité 

 CD79 100 
 

 FMC7 > 85 
 

 CD5/CD19 10 à 27 De faible intensité 

 CD23 14 à 33 De faible intensité 

 CD10 < 10 
 

Plasmocytaires 
CD38 0 à 60 

Variabilité importante selon les 

études 

 CD138 < 10 
 

Lymphocytes 

mémoires 
CD27 42 

 

Autres CD25 90 à 100 Expression homogène 

 CD103 0 Constamment négatif 

 CD43 < 20 Faible niveau d‟expression 

 CD11c 0 à 31 Faible niveau d‟expression 

 CD52 100 Constamment positif 

 



74 
 

4. SLP-B CD5+ / CD10+ 

La coexpression du CD5 et du CD10 est rare, elle est plus souvent associée à une expression 

aberrante d‟un des deux CD. Dans l‟ordre de fréquence, on retrouve le FL puis le MCL et 

enfin la CLL. La morphologie ainsi que la cytogénétique apportent des informations 

complémentaires afin de différencier ces entités. Un des nouveaux marqueurs peut aider à 

différencier le MCL et la CLL : le CD200. Il est exprimé fortement dans la CLL et négatif 

dans le MCL.25 
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5. Récapitulatif immunophénotypage des SLP-B 

Le tableau ci-dessous présente un récapitulatif des profils immunologiques des différents 

SLP-B rencontrés en routine. Il est classiquement présenté pour aider à l‟interprétation des 

immunophénotypages mais son utilisation reste délicate dans certains cas car il demande à 

être affiné dans chaque centre en fonction de ses propres valeurs de références. 

 

Tableau 8 : Caractéristiques phénotypiques des SLP-B32 

 
CLL B-PLL MCL FL MZL HCL SLVL MW 

CD19 + + + + + + + + 

CD5 + ± + - -/+ - -/+ - 

CD23 + - - -/+ - - -/+ - 

sIg 
Faible 

ou - 
++ ++ ++ ++ +++ +++ 

Faible à 

moyenne 

CD43 ++ - -/+ - - -/+ - - 

FMC7 
Faible 

ou - 
+ + + + ++ ++ ± 

CD22 
Faible 

ou - 
+ + + + ++ ++ + 

CD10 - -/+ - ± - -/+ - - 

CD103 - - - - -/+ + + - 

CD11c -/+ - - - ± + - - 

CD25 -/+ - - - ± + + - 

CD79b 
Faible 

ou - 
+ + + + + ++ + 

CD20 
Faiblem

ent + 
+ + + + ++ ++ + 

Légende : + généralement positif ; - généralement négatif ; ± généralement positif, mais peut être négatif ; -/+ 

habituellement négatif, mais peut être positif 

La prise en compte des intensités d‟expression de fluorescence permet d‟affiner 

l‟interprétation des marqueurs litigieux. 
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D. Revue de la littérature sur l’expression des différents marqueurs en fonction de chaque entité  

Nous avons recensé (non exhaustif) les données publiées en rapport avec les pourcentages d‟expression des différents marqueurs. Ce tableau est 

proposé à titre documentaire, un document récapitulatif n‟existant pas à notre connaissance (difficultés à effectuer par ailleurs, les clones utilisés 

et les techniques varient selon les centres). 

 

     Tableau 9 : Revue de la littérature sur l'expression des différents CD en fonction de chaque entité (expression en pourcentage) 

CD CLL MCL FL MZL SMZL SRPL HCLv HCL B-PLL MW 

CD5 
Positif 

 

92 39 
 95 49 

90 32 
93 47 5 47 

5 47 
5 35 

 

20-25 8  
31 (variable) 69  

20 17   
22 (faible) 58  

14 59 

14 69 
30 62 

36,4 62 

0 69 
3 58 
9 59 

généralement négatif 70;71;72 

0 69 
2 58 
0 60 
3 45 
0 59 
2 61 
5 73 

généralement négatif 74 

50 42 
20 à 30 6 

33 21  
67 55 

20 à 30 23 

20 75 
5 35 
9 67 
5 76 

10 à 27 (faible)68 
11 47 
20 65 

CD5 
négatif  

12 48 
10.677       50 à 60 32  

CD23 
positif 

94 34 
 93 47 

21 48  
26 47 36 47 53 47 

33 (faible)53 
33 (faible) 69 

30 17  
30 8  
38 58 
39 59 

3 69 
30 62 

0 69 
0 59 

14 (expression 
hétérogène/partielle) 58 

généralement négatif 74;78;59 
3 78 

13 69 
21 58 
17 60 

12,5 59 
14 47 

généralement négatif 74 
6 61 

10 à 20 6 
16 55 

10 à 20 23 

35 67 
61 76 

14 à 33 (faible) 68 
29 47 

FMC7 
positif 

15 47 
6,4 44 

92 47 

90 79 82 47 80 47 96 59 91 62 100 59 100 59 
100 47 76 55 

38 76 
>85 68 
63 47 
75 75 

FMC7 
négatif  11 48         
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CD CLL MCL FL MZL SMZL SRPL HCLv HCL B-PLL MW 

CD10 
positif 10 45 8 48 

3 45 
87 47 
50 56 0 45 33 57 

0 58  

15 18 
souvent négatif 57 

3 58 

souvent négatif 57 
12 58 

10 18;60 
31 47 

littérature : 4 à 26 58 

7,5 55 

7 67 
3 76 

<10 68 
3 47 

CD34 
positif 7.7 45          

CD11c 
positif 4,2 44    

49 63  
33 (faible) 69 

50 17  
67 (faible) 58 

38 59 
39 24 

97 63 
97 (modéré) 69 

67 62 

87 (expression faible à 
moyen) 69 
87(fort) 19 

66 (avec forte expression) 18 
100 (dont 63 avec 

expression forte ) 58 
100 59 

100 63 
100 (fort) 69 

100 49 
99 (dont 91 avec 

expression forte) 58 
100 59 

31 55 

30 75 
6 24 
81 76 

0 à 31 (Faible) 68 
30 65 

CD25 
positif     

8 63 
12 69 
25 17  

22 (faible) 58 
64 59 
44 24 

3 63 
3 69 
10 62 

souvent absente 18 

10 69 
6 19 

quasi absence 18 
0 58 

<10 (littérature) 58 
0 59 

100 63 
96 (fort) 69 

100 (dont 98 avec 
expression forte ) 58 

96 59 
97 47 

43 55 

90 75 
88 24 
71 76 

90 à 100 68 
90 65 

CD103 
positif négatif 80 négatif 80 négatif 80  

2 63 
0 69 

<10 17  
0 58 
0 59 

40 24 
négatif 80 

33 63 
38 (variable) 69 

20 à 30 8 
33 18 

16,7 62 

60 (faible à moyen) 69 
60 19 
66 18 

100 58 
36 59 

100 80 

100 63 
100 (fort) 69 

100 58 
100 59 
97 47 

 
0 24 
0 68 
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CD CLL MCL FL MZL SMZL SRPL HCLv HCL B-PLL MW 

CD123 
positif 3,8 80 33 80 33 80  

0 63 
0 69 

25 (faible) 58 
3 59 

25 80 

15 63 
16 (faible) 69 

15 18 
50 62 

9 69 
7 19 

quasi absente 18 
40% (faible) 58 

9 59 
0 81 

40 (partiel ou faible) 80 

100 63 
95 (fort) 69 

100 (fort) 58 
95 59 

100 81 
100 80 

  

CD22 
positif     

100 63 
96 59 

50 (fort) 24 
100 63 100 59 

100 63 
92 47 

100 59   

CD27 
positif     

77 63 
89 69 

20 63 
19 69  

0 63 
0 69  42 68 

CD38 
positif 

42 82 
43 83 
26 84 
42 85 

98 (présence 
ADP) 86 

48 (absence 
ADP)86 

89 87 
72 79 

  

23 63 
29 69 
22 58 

3 63 
3 69 

15 69 
0 58 

0 63 
14 58 

46 6 
28 55 

48 76 
0 à 60 68 

79 47 

CD76 
positif     

18(faible) 63 
43 69 

97(fort) 63 
86 69  100 63   

CD43 
positif     

14 (faible ) 53 
15(faible) 69 

10 à 15 (faible) 8 
16 (faible) 69    <20 (faible) 68 

CD24 
positif     89 57  

21 57 
25 18 60 57   

CD13 
positif 17.1 45          
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CD CLL MCL FL MZL SMZL SRPL HCLv HCL B-PLL MW 

CD22 
positif  93 47 96 47 100 47 

50 (fort) 
100 ( dont 11 

expression forte) 58  
100 (dont 97 

expression forte) 58 
100 (dont 96 avec 
expression forte) 58  

100 (faible) 24 
33 76 

100 (faible) 68 
100 47 

CD56 
positif          6 45 

          

60 à 80 % des LPL 
sont CD5-, CD10- 

CD23- 35 
CD138 
positif          <10 68 

CD52 
positif          100 68 
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Partie 2 : Apport des « nouveaux marqueurs » pour 

l’immunophénotypage des SLP-B et étude de la 

distribution des intensités de fluorescence des différents 

marqueurs du panel d’exploration des SLP-B 
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I. Présentation des nouveaux marqueurs 

Les panels d‟exploration des SLP-B sont établis dans leurs grandes lignes depuis une 

vingtaine d‟années (score de Matutes37) mais ont néanmoins subi des évolutions. L‟intérêt de 

« nouveaux marqueurs » a été testé par les équipes du CHU de Strasbourg et Nancy en 

particulier pour le CD5 phosphorylé, les CD160, CD200, CD148, CD180.88;89;90;91 Trois 

marqueurs ont été plus particulièrement étudiés dans notre travail, ils seront brièvement 

décrits ci-dessous. 

 

A. CD148 

Le CD148 est une tyrosine kinase membranaire présente sur toutes les cellules 

hématopoïétiques. Il est exprimé fortement sur les granulocytes par rapport aux monocytes et 

aux lymphocytes mais faiblement exprimé par les lymphocytes B et T sanguins.92 

D‟après une étude récente88, le CD148 est plus fortement exprimé dans le MCL que dans la 

CLL, ce qui apporte un argument complémentaire pour l‟interprétation du phénotypage des 

SLP-B CD5+ en cas de cytologie atypique. Le diagnostic de MCL doit être suspecté 

(spécificité de 91% et sensibilité de 78%) en cas d‟intensité de fluorescence du CD148 

supérieure ou égale à deux fois la moyenne de fluorescence du CD148 dans la CLL. Le 

CD148 est exprimé dans une majorité des MCL et permet d‟apporter une orientation pour 

réaliser la cytogénétique qui reste le « gold standard » pour affirmer le diagnostic (présence 

d‟une t(11;14)). Cependant, environ 30% des MCL ont une faible expression du CD148, ce 

qui pondère l‟utilisation pratique de ce critère pour affirmer un MCL. 

 

B. CD180 

Le CD180 est une protéine membranaire qui appartient à la famille des « Toll-like receptor » 

(TLR). Il est principalement exprimé par les cellules présentatrices d‟antigènes comme les 

lymphocytes B, les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques. L‟étude du 

CD180 sur des cellules CD19+ témoins et les cellules de CLL a montré une différence 

d‟expression, les CLL expriment plus faiblement le CD180 que les cellules B CD19+.93 
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Les équipes de Strasbourg et de Lyon94 ont étudié l‟expression du CD180 dans les SLP-B. Ils 

ont montré que l‟expression du CD180 était plus forte dans les lymphomes d‟origine 

splénique comme le SMZL, et particulièrement fortement exprimée dans les SRPL. 

L‟intensité moyenne de fluorescence (IMF) du CD180 ou le RFI permettrait de discriminer le 

MZL des CLL, LPL, et MCL avec plus de 86% de sensibilité et de spécificité. Ces premiers 

résultats encourageants ont été à l‟origine de la création d‟un projet entre les services de 

Strasbourg et Nancy afin de confirmer ces résultats sur une série commune de patients 

(protocole MALYZOMA). 

 

C. CD200 

Le CD200 (anciennement appelé OX2) est une glycoprotéine transmembranaire de la 

superfamille des Ig de type 1 exprimée par les lymphocytes B et T activés, les cellules 

souches hématopoïétiques, les cellules endothéliales et les neurones.95;89  

L‟expression du CD200 dans les SLP-B a déjà été étudiée récemment, montrant une forte 

expression homogène dans les CLL et une absence d‟expression dans les MCL. Le CD200 est 

généralement plus fortement exprimé dans les HCL que dans les HCLv et les MZL. L‟étude 

de son expression devient intéressante dans les SLP-B CD5+ pour différencier les MCL des 

aCLL, car le CD200 est positif dans les aCLL contrairement aux MCL. Mais une faible partie 

(<20%) d‟un clone MCL peut exprimer faiblement le CD200.96;97;98;99 
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II. Etablissement de valeurs de référence pour l’ensemble des 

marqueurs utilisés dans le panel d’exploration des SLP-B 

 

A. Objectifs  

Suite au changement de cytomètres en flux dans le laboratoire (plateforme de cytométrie; dont 

le responsable est Dr. V. Latger-Cannard), après adaptation des panels d‟anticorps les 

intensités moyennes de fluorescence (IMF) des différents marqueurs ont dû être redéfinies en 

fonction des différents diagnostics. L‟établissement des médianes d‟IMF pour chaque 

marqueur est une aide à l‟interprétation quotidienne des immunophénotypages 

lymphocytaires et permet de proposer un diagnostic phénotypique au clinicien référent. 

 

B. Matériels et méthodes 

 

1. Sélection des échantillons 

Nous avons extrait dans le système informatique du laboratoire (SIL) GLIMS (Société MIPS) 

tous les immunophénotypages sur sang périphérique des SLP-B depuis avril 2014. Cette date 

a été retenue car elle fait suite à plusieurs raisons :  

- La finalisation de l‟installation des nouveaux cytomètres ; 

- Le choix définitif du panel d‟exploration des SLP-B (choix du type d‟anticorps, des 

fluorochromes, des clones) ; 

- Le calibrage quotidien des deux cytomètres et donc de la standardisation avec les 

cytomètres strasbourgeois. 

 En fonction de la conclusion de l‟immunophénotypage, des données cliniques, et de la 

cytologie, nous avons pu classer rétrospectivement les différents SLP-B ou vérifier la 

classification initialement proposée. Les CLL ont été retenues sur un score de Matutes 

supérieur ou égal à 4. 
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Cette sélection d‟échantillons nous a permis d‟étudier :  

- 45 CLL ; 

- 14 MZL ; 

- 9 MCL. 

 

2. Appareil d’analyse  

Les immunophénotypages ont été réalisés sur un des deux cytomètres BD (Becton, Dickinson 

and Company) FACSCanto II du laboratoire (8 couleurs) qui sont capables d'analyser 

simultanément jusqu'à 10 paramètres.  

 

Figure 20 : Le cytomètre BD FACS Canto II                                             
(www.bdbiosciences.com) 

 

 

a) Caractéristiques 

Il est équipé de trois lasers : bleu (488 nm), rouge (633 nm) et violet (405 nm) et d'un passeur 

d'échantillon haut débit permettant l'automatisation du passage des échantillons en plaque. 

Le banc optique est constitué de deux parties : un système BD Octagon™ pour la réception 

des fluorescences émises suite à l‟excitation du laser bleu et un système BD Trigon™ pour la 

réception des fluorescences des lasers rouge et violet.  
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Les fluorochromes utilisés dans le panel lymphocytaire le laboratoire sont :  

- APC : allophycocyanine ;  

- APC-Cy7 : APC-cyanine 7 ; 

- FITC: isothiocyanate de fluorescéine ;  

- PE : R-phycoérythrine ; 

- PE-Cy7 : PE-cyanine 7 ; 

- PerCP-Cy5.5 : PerCP-cyanine 5.5 ; 

- V450 : coumarine teintée avec des propriétés spectrales similaires au Pacific Blue® ; 

- V500 : nouveau colorant organique avec la même brillance que le Pacific Orange® et 

diminution des interférences avec le FITC ; 

- BV421 : polymère coloré des plus brillants en CMF. 

 

 

 

Figure 21 : Caractéristiques du banc optique et des fluorochromes utilisés sur le FACS 
CANTO II 
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b) Maintenance quotidienne 

Des billes CS&T « cytometer setup and tracking » (BD) sont passées avec une fréquence 

journalière sur les deux cytomètres et permettent de caractériser l‟instrument 

quotidiennement. La CS&T « baseline » caractérise l‟instrument au jour J0 (c'est-à-dire à 

l‟installation et à chaque changement de numéro de lot de billes). Elle permet d‟ajuster les 

délais entre les lasers, elle détermine la linéarité de chaque PMT (cycle, quantification des 

antigènes), détermine le voltage minimum des PMT pour un coefficient de variation 

minimum du pic de fluorescence. Cette baseline permet également de déterminer les valeurs 

cibles des billes. Chaque passage journalier permet de comparer les voltages des PMT 

obtenus à la baseline J0 et de recalculer les variations de voltage (PMT minimum) nécessaire 

pour les atteindre et de suivre leurs évolutions grâce à des courbes de type Levey-Jenning. 

Ces variations sont enregistrées dans des applications settings qui sont utilisées à chaque 

immunophénotypage lymphocytaire.  

Après le passage des billes C&ST, des billes Rainbow® sont passées pour vérifier les PTM 

minima obtenus avec les billes C&ST. Elles permettent de vérifier huit niveaux de 

fluorescences et ont permis de standardiser l‟appareil avec les cytomètres d‟autres centres 

(CHU de Strasbourg en particulier).100;101;102  

Cette maintenance quotidienne de haut niveau garantit la maîtrise des analyses et une 

concordance vérifiée avec les données fournies par le laboratoire du CHU de Strasbourg.  
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c) Protocole d’analyse cytométrique des SLP-B 

Le sang veineux est recueilli sur EDTA. Si le nombre de leucocytes est supérieur à 30 G/L, 

une dilution est réalisée avec du Cell Wash pour atteindre cette concentration. Le tube 

analysant les Igs de surface subit un lavage préalable pour limiter les interférences avec les 

Igs circulantes du sang. 

Le traitement du tube avec lavage :  

- 50µL de sang avec 2mL de PBS (tampon phosphate buffer Saline = Cell wash de 

BECTON DICKINSON) ;  

- centrifugation à 1200 tours/minute pendant 5 min puis élimination du surnageant ; 

- reprise du culot avec 2mL de PBS puis mélange par agitation rotative ;  

- centrifugation à 1200 tours/minute pendant 5 min puis élimination du surnageant. 

Le protocole des autres tubes et du tube avec lavage prétraité :  

- ajout 10µL d‟anticorps marqués en fonction du tableau 10. 

Tous les tubes subissent une lyse érythrocytaire :  

- 2mL de solution de lyse puis mélange par agitation rotative ; 

- incubation de 10 minutes à l‟abri de la lumière et à température ambiante ; 

- centrifugation à 1200 tours/minute pendant 5 minutes puis élimination du surnageant ; 

- reprise du culot avec 2mL de PBS puis mélange par agitation rotative ; 

- centrifugation à 1200 tours/minute pendant 5 minutes puis élimination du surnageant ; 

- reprise du culot avec 2mL de PBS puis mélange par agitation rotative. 

Les tubes sont ensuite analysés sur un des deux cytomètres. 
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Le tableau ci-dessous représente le panel d‟anticorps utilisé au CHU de Nancy. Il est constitué 

d‟un tube d‟orientation qui permet de détecter la présence d‟un clone lymphocytaire circulant, 

puis de tubes supplémentaires en cas de détection d‟un clone (méthode d‟analyse décrite dans 

le paragraphe II.B de la partie 1).  

Tableau 10 : Panel des anticorps des SLP-B 

 
Tube orientation SLP1 SLP2 SLP3 SLP4 

FITC sKappa FMC7 CD148 x CD103 

PE sLambda CD23 CD180 CD22 CD305 

PerCP-Cy5.5 CD5 CD5 CD5 CD5 CD11c 

PE-Cy7 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 

APC CD8 CD10 CD200 CD79b CD123 

APC H7 

(Alexa) 
SmCD3/I CD3 CD20 CD81 CD43 x 

V450 / BV421 CD4 CD38 BV421 CD25 V450 CD27 x 

V500 CD45 CD45 CD45 CD45 CD45 

Légende : sKappa : Igs Kappa de surface ; sLambda : Igs Lambda de surface ; SmCD3 : CD3 de surface 

 

3. Traitement des données cytométriques 

Les informations cytométriques sont traitées et analysées par le logiciel BDFACSDiva 

software. Le tube d‟orientation permet de mettre en évidence la présence d‟un clone 

lymphocytaire B via la répartition des chaines légères Kappa et Lambda (monotypie) et la 

présence d‟un clone CD5 positif. Le panel lymphocytaire complémentaire complète 

l‟immunophénotypage du clone. Le tube 4 est réalisé en cas de suspicion de leucémie à 

tricholeucocytes. 

Les données statistiques ont été traitées sur le logiciel Microsoft Excel.
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      n MIN MAX MED MOY ET Quartile 1 Quartile 3 n MIN MAX MED MOY ET Quartile 1 Quartile 3 n MIN MAX MED MOY ET Quartile 1 Quartile 3
CD20 42 396 2224 977 1091 500 711 1475 14 2780 33661 12890 15754 9613 8458 22453 9 7654 35425 12899 16626 9391 8699 21065
CD5 43 453 7561 3052 3400 1765 2261 4561 6 392 7024 1299 2537 2601 976 3580 6 1281 4562 2747 2931 1193 2340 3722
CD22 44 251 4156 1265 1381 887 745 1674 14 738 30765 8185 10386 7955 5512 11854 9 1280 12053 3795 4835 3146 3217 5577
CD23 45 281 10567 3109 3886 2467 2405 4715 10 350 6763 536 1685 2044 411 2189 9 292 5574 413 1110 1720 368 611
CD25 45 55 757 264 295 157 181 388 13 41 603 122 216 202 80 276 9 113 751 265 363 213 232 495
CD27 41 257 2861 597 755 461 481 925 12 228 3976 959 1074 988 513 1185 7 315 2039 986 975 562 634 1110
CD38 15 907 8828 2627 3040 2208 1482 3680 9 510 20048 1016 4267 6243 931 4145 5 918 41052 12870 16297 15114 9143 17500
CD43 44 614 4449 2127 2168 883 1535 2832 3 362 3084 532 1326 1245 447 1808 3 128 2130 297 852 1110 213 1214
CD79b 37 315 1610 653 754 336 513 948 13 1161 29946 17263 14363 11476 2421 25825 9 3355 66347 17873 21132 19496 5805 28248
CD81 45 53 562 231 263 125 170 336 14 319 2528 864 998 622 513 1362 9 612 3570 917 1385 1000 731 1362
CD148 45 157 1007 381 424 193 280 558 14 263 1539 697 805 379 533 1091 9 846 2408 1608 1583 490 1210 1926
CD180 45 66 1850 502 553 353 317 663 14 343 10846 1225 2076 2634 993 2006 9 271 1604 821 761 466 393 1023
CD200 45 1694 10396 4188 4326 1701 3003 5130 14 241 5806 1535 1743 1390 1018 1872 9 13 1176 108 436 485 27 772
FMC7 31 63 669 214 243 115 169 282 14 250 7845 1083 2010 2306 528 2787 9 766 4180 1915 2180 1324 1123 3082
KAPPA 27 229 2823 1185 1198 673 707 1723 6 1424 22639 9438 10854 9336 2706 18651 4 4756 13732 10046 9645 4441 6459 13233
LAMBDA 15 208 4854 891 1427 1221 596 1775 8 1203 69747 4197 16912 23832 2778 23783 5 5284 50477 16957 22677 18828 8108 32558

CLL MZL MCL

 

C. Résultats  

 

Tableau 11 : Exploitation statistique des résultats obtenus pour les IFM des différents CD au cours des 45 CLL, 14 MZL et 9 MCL 

 

Légende : n = nombre dans la série, MIN = valeur minimale d‟IMF de la série, MAX = valeur maximale de la série, MED = médiane des IMF de la série,  MOY = moyenne des IMF de la 

série, ET = écart type de la série 
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Ce tableau permet d‟illustrer les différentes mesures d‟intensité de fluorescence des CD testés 

en fonction du diagnostic. Il ne recense que les cas positifs, ce qui explique des « n » faibles 

dans certains des cas (et ce de manière attendue). 

On constate :  

- CD20 : 

o différence significative entre la CLL et les MZL/MCL ; 

o IMF faibles pour la CLL (toujours inférieure à 2500) ; 

o forte IMF >2500 élimine une CLL avec un effet seuil (valeur approximative 

choisie arbitrairement). 

- CD5 : IMF plus faible dans les MZL ;  

- CD22 : IMF CLL < IMF MCL < IMF MZL ; 

- CD23 : IMF MZL et MCL < IMF CLL ; 

- CD25 : expression faible, voire très faible dans les trois entités (IMF<750) ; 

- CD27 : IMF CLL < IMF MZL et MCL ; 

- CD38 : IMF très forte dans le MCL quand il est exprimé, marqueur souvent exprimé dans 

le MZL, mais exprimé dans une minorité des CLL ; 

- CD43 : marqueur de la CLL, expression plus forte et plus fréquente dans la CLL que dans 

le MZL ou le MCL ;  

- CD79b : IMF très souvent faible dans la CLL (MAX<1610) à la différence d‟une 

expression forte dans le MZL et le MCL (en particulier dans le MCL (MIN=3355)) avec 

un effet seuil entre la CLL et les MZL/MCL ; 

- CD81 : IMF très souvent faible dans la CLL (MAX<562) à la différence d‟une expression 

forte dans le MZL et le MCL ; 

- CD148 : expression dans les trois entités avec des IMF différentes : CLL < MZL < MCL ; 

- CD180 : expression dans les trois entités avec des IMF différentes : CLL < MCL < MZL ; 

- CD200 : expression dans les trois entités avec des IMF différentes : MCL (IMF très 

faible) < MZL < CLL ; 

- FMC7 : IMF faible (<669) dans la CLL> IMF MZL > IMF MCL ; 

- chaînes Kappa et Lambda : très faible expression dans la CLL et forte expression dans le 

MZL et MCL. 
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L‟interprétation des marqueurs en fonction des entités indique que les IMF des marqueurs 

CD20, CD79b, FMC7 sont plus fortement exprimées dans le MZL (12890, 17263, 1083 

respectivement) et le MCL (12899, 17873, 1915 respectivement) par rapport à la CLL (977, 

653, 214 respectivement). L‟IMF du CD5 est plus marquée dans la CLL (3052) et le MCL 

(2747) que dans le MZL (1299). Les IMF du CD22 et le CD180 sont plus intenses dans le 

MZL (8185, 1225 respectivement) par rapport à la CLL (1265, 502 respectivement) et le 

MCL (3795, 821 respectivement). La CLL exprime davantage le CD23 et CD43 (3109, 2127 

respectivement) que le MCL (413, 297 respectivement) et le MZL (536, 532 respectivement). 

L‟IMF du CD38 est très forte dans le MCL (12870) et celle CD148 (1608) est légèrement 

plus intense que dans la CLL (381) et le MZL (697). L‟IMF du CD200 est très faible dans 

MCL (108) et plus forte dans la CLL (4188). Suite à ces résultats, des profils types 

immunophénotypiques semi-quantitatifs peuvent être déduit pour ces trois entités :  

          Tableau 12 : Profils immunophénotypiques CLL, MZL et MCL 

 CLL (n=45) MZL (n=14) MCL (n=9) 
CD20 + +++ +++ 
CD5 ++ -/+ ++/- 
CD22 + +++ ++ 
CD23 ++ + + 
CD25 -/+ -/+ -/+ 
CD27 + ++ ++ 
CD38 -/++ + +++ 
CD43 ++ -/+ -/+ 
CD79b -/+ +++ +++ 
CD81 -/+ + + 
CD148 + ++ +++ 
CD180 + +++ ++ 
CD200 +++ + -/+ 
FMC7 -/+ ++ ++ 
KAPPA + +++ +++ 
LAMDA + +++ +++ 

Légende : -/+ négatif le plus souvent mais peut être positif ; +/- positif le plus souvent mais peut être négatif ; + 
positif faible ; ++ positif moyen ; +++ positif fort. 

Certaines données sont établies à partir de faibles effectifs, notamment dans le cas du CD5 

pour le MZL, le CD38 pour la CLL, le CD43 pour le MZL et MCL ainsi que le FMC7 pour la 

CLL. Cette absence de données s‟explique par la négativité attendue du marqueur, qui n‟a pas 

été systématiquement retranscrite dans le système informatique du laboratoire et que nous 

n‟avons donc pas pu exploiter.  
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D. Discussion  

En remarque préalable, il est nécessaire de garder un sens critique, en particulier pour la 

cohorte de MZL (8 MZL documentés dans la partie III INFINICYT, dont 4 MZL exprimant le 

CD5). Cependant, cela indique l‟hétérogénéité de la pathologie et la difficulté de porter un 

diagnostic de certitude. 

Ces résultats concordent avec les données de la littérature, en particulier pour observer la 

répartition de la positivité et de la négativité des différents CD ainsi que les différentes IMF 

des CD comme par exemple le CD20 plus faible103 dans la CLL, les CD23 et CD43 plus 

fortement exprimés dans la CLL. La détermination des médianes des IMF des différents 

marqueurs en fonction des SLP-B permet d‟affiner le diagnostic. En effet, on constate des 

zones de chevauchements des IMF pour la plupart des CD (en dehors des CD20 et CD79b). 

Ces médianes restent à elles seules insuffisantes pour interpréter le phénotypage dans un but 

diagnostic. Elles mettent en évidence les cas atypiques et orientent sur la nécessité d‟un 

complément d‟investigation dans le but d‟affirmer le diagnostic. 

Cependant, comme cela a été vu précédemment, les données publiées sur les IMF sont 

restreintes. Ceci est attendu dans la mesure où elles sont très « techniques dépendantes » 

(choix de l‟anticorps, du fluorochrome, du type de cytomètre et de ses calibrations 

techniques…). Notre travail permet donc d‟établir des valeurs de référence pour notre 

laboratoire à partir du panel d‟anticorps récemment choisi. Ces valeurs brutes ne permettent 

pas d‟étudier plus précisément la distribution des marqueurs. 

Elles peuvent néanmoins être partagées avec l‟équipe de Strasbourg. Ces données sont 

exploitées en toute première ligne pour la validation et l‟expertise des résultats lors de 

l‟exploration de nouveaux patients (qualités des résultats rendus, première hypothèse 

diagnostique…). 

Certains de nos résultats apparaissent plus « originaux » (moins de cas rapportés). Nos 

observations rapportent moins de cas de positivité du CD5 dans le MZL que dans la 

littérature. Le caractère quelque peu abstrait des chiffres nous a incités à chercher d‟autres 

formes d‟exploitation des résultats. 
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III. Etude de la répartition des différents marqueurs en fonction 

des SLP-B 

 

A. Objectifs de l’étude 

Comme il vient d‟apparaitre, l‟étude des médianes des IMF des différents marqueurs ne 

permet cependant pas d‟affirmer avec certitude le diagnostic pour les cas atypiques. L‟étude 

de la distribution des marqueurs permet de mieux cibler le domaine des valeurs attendues 

pour chaque marqueur en fonction du diagnostic (aide pratique). De plus, elle permet de 

rechercher les marqueurs les plus discriminants pour chaque SLP-B. 

 

B. Matériels et méthodes 

 

1. Sélection des échantillons et appareil de mesure 

La sélection des échantillons ainsi que le cytomètre sont les mêmes que ceux décrits dans le 

paragraphe II.B. 

 

2. Traitement des données de cytométrie 

Les IMF recueillies ont été rassemblées sur un tableur (logiciel Microsoft Excel) puis, grâce 

aux données statistiques descriptives de la partie précédente, nous avons réalisé des 

diagrammes en boîtes. Un autre type de représentation en histogramme est donnée en annexe 

1. 

 

 

 

 



94 
 

C. Résultats  
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Les diagrammes en boîtes ci-dessus montrent plus aisément la dispersion des différents 

marqueurs en fonction du SLP-B, et permettent de dégager quelques CD plus discriminants. 

Le CD20 est particulièrement discriminant avec ses valeurs faibles et sa dispersion minime 

dans la CLL, contrairement à ses valeurs fortes dans le MCL et MZL (seuil arbitraire à 2500). 

Le CD5 est plus faible dans le MZL, mais les dispersions sont équivalentes dans la CLL et le 

MZL. Le CD22 ressemble au profil du CD20, avec une distribution un peu plus étendue; il 

reste plus fort dans le MZL et intermédiaire dans le MCL. Le CD23 est un peu discriminant 

en étant plus fort dans la CLL, mais un CD23 négatif n‟exclut pas un MCL ou MZL. Les 

CD25 et CD27 n‟ont pas des profils différents en fonction des différents SLP-B. La majorité 

des MCL ont des CD38 vraiment élevés (>9000) contrairement à la CLL (sachant que toutes 

les CLL étudiées sont des CLL considérées CD38 positives) et au MZL. Le CD43 est 

majoritairement positif dans la CLL, mais quand celui-ci est négatif la discrimination avec le 

MCL et le MZL est faible. Le CD79b est très faible dans la CLL et peut prendre des valeurs 

très élevées dans le MCL. L‟IMF du CD81 est plus forte dans le MCL et dans le MZL par 

rapport à la CLL.  

Concernant les nouveaux marqueurs, globalement le CD148 est plus fortement exprimé dans 

le MCL, le CD180 plus fortement exprimé dans le MZL et le CD200 plus exprimé dans la 

CLL. Le CD200 est négatif (ou très faible) au cours des MCL. Mais pour chacun de ces 

nouveaux marqueurs il existe des zones de chevauchement entre les SLP-B qui peuvent 

rendre l‟interprétation immunophénotypique délicate.  

Le MZL et le MCL expriment plus le FMC7 et les chaines légères par rapport à la CLL.  

 

D. Discussion 

La représentation en diagrammes en boîtes permet de dégager les marqueurs les plus 

discriminants pour l‟immunophénotypage des SLP-B.  

Confirmant notre première interprétation, un CD20 très faible est en faveur d‟une CLL car la 

dispersion du marqueur dans le MCL et dans le MZL ne chevauche pas celle de la CLL103. 

Des valeurs faibles des IMF du CD22, du FMC7, du CD79b, du CD81 et des chaines légères 

Kappa ou Lambda sont également en faveur d‟une CLL. En effet, leurs distributions 
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interfèrent peu avec celles du MCL et du MZL. Concernant le CD5, les valeurs des IMF 

lorsqu‟il est positif aident peu pour orienter le diagnostic. 

La détermination du CD20 et du CD81 apparait donc justifiée et utile en plus des marqueurs 

du score de Matutes. Un CD23 négatif accompagné d‟un CD38 très fort est en faveur d‟un 

MCL. Le CD43 positif apporte peu au diagnostic car il peut être également positif dans le 

MCL et le MZL. 

Pour les nouveaux marqueurs, ces diagrammes confortent les hypothèses qu‟un CD148 fort 

est en faveur d‟un MCL, un CD180 fort en faveur d‟un MZL et un CD200 fort en faveur 

d‟une CLL. Le CD148 faible serait plutôt en faveur d‟une CLL ou d‟un MZL. Cependant, il 

existe des zones de chevauchement pour chacun de ces nouveaux marqueurs. Les IMF de 

moyenne intensité n‟apportent pas d‟aide au diagnostic, comme par exemple pour un CD148 

autour de 1000 ou un CD180 autour de 1600 ou un CD200 autour de 3000 qui ne permettent 

pas d‟exclure un MZL.  

Dans le but d‟optimiser l‟interprétation des nouveaux marqueurs dans la pratique quotidienne, 

nous avons voulu étudier le profil des trois CD en fonction de chaque entité. 
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A l‟exception des seuils pour le CD180 et le CD200 dans les MZL, nous partageons les seuils 

(MOY-/+4SD) proposés par l‟équipe de Strasbourg3, (nous avons exclu l‟IMF du CD180 la 

plus forte (10846)* dans le MZL pour obtenir un seuil positif). 

Tableau 13 : Seuils décisionnels proposés par l'équipe de Strasbourg et seuils de Nancy 

 CD148 CD180 CD200 
MCL Strasbourg >980 <1500 <900 

MCL Nancy >930 <1382 <1082 

CLL Strasbourg <680 <1150 >500 

CLL Nancy <539 <763 >3311 

MZL Strasbourg <1000 >2700 <2200 

MZL Nancy <1210 >532 <3228 

La différence de seuils pour le CD200 s‟explique par le fait que la série de Strasbourg 

comporte des aCLL possédant un CD200 plus faible que les CLL scores 4 ou 5 (cohorte de 

Nancy). 

                                                 
* Par exemple, le patient avec un CD180 dont l‟IMF = 10846 est un patient hors CHU de Nancy qui n‟a pas 
bénéficié d‟investigations complémentaires, donc son interprétation doit être prise avec précaution d‟autant plus 
que le clone circulant B était de 0,5G/L. Ce patient a été exclu de la partie III Infinicyt. 
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Selon l‟équipe de Strasbourg, ces seuils permettent d‟identifier correctement les différentes 

entités avec des spécificités et des sensibilités décrites dans le tableau 14. 

Tableau 14 : Spécificités et sensibilités pour les seuils proposés par l'équipe de 
Strasbourg 

 Spécificité Sensibilité 

MCL 96% 65% 

CLL 95% 79% 

MZL 99% 52% 

Pour chacune des trois entités :  

- CLL : l‟association des trois marqueurs dégage un profil typique avec un CD200 fort 

et des CD180 et CD148 faibles. Ce type de profil apporte une aide au diagnostic de 

CLL ; 

- MZL : les médianes des IMF des CD180 et CD200 sont pratiquement proches, donc 

ce n‟est qu‟en cas de CD180 fort et de CD148 et CD200 faibles que 

l‟immunophénotypage apporte des arguments plus spécifiques en faveur du MZL ; 

- MCL : un CD148 fort et un CD200 faible sont spécifiques d‟un MCL. Nous vérifions 

l‟hypothèse de l‟équipe Strasbourg88, tous les MCL ont une IMF du CD148 

(MIN=846) supérieur ou égale à deux fois la moyenne des IMF du CD148 des CLL 

(MOY=424).  

Le complément d‟investigation apporté par ces trois nouveaux marqueurs, apparait donc très 

utile par rapport au panel Matutes CD20 positif et CD81, dans l‟optique d‟un classement 

immunophénotypique. 

Néanmoins, l‟interprétation de l‟immunophénotypage peut s‟avérer complexe dans certains 

cas. De nouvelles formes d‟aide au diagnostic apparaissent sur le marché, notamment des 

logiciels de retraitement des données de cytométrie qui permettent de mieux comparer les 

différentes populations clonales entre elles en fonction des marqueurs et d‟étudier les 

marqueurs les plus discriminants. Des bases de données peuvent être créées sur ces logiciels 

et ainsi orienter le diagnostic des nouveaux immunophénotypages à l‟aide de marqueurs 

discriminants. Nous avons voulu tester le logiciel innovant proposé par BD : INFINICYT 

(Cytognos SL, Salamanca, Espagne). 
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IV. Exploration des marqueurs du panel SLP-B au moyen du 
logiciel INFINICYT 

 

A. Objectifs 

Dans le but d‟affiner la valeur diagnostique des différents CD du panel SLP-B, nous avons 

utilisé le logiciel INFINICYT (Cytognos SL, Salamanca, Espagne). Cette approche innovante 

permet d‟étudier la population clonale dans son ensemble et de comparer les différents clones 

de patients ayant un même diagnostic ou un diagnostic différentiel proche. Ce logiciel 

propose également des marqueurs discriminants pour comparer les SLP-B. Il permet de se 

focaliser sur les cellules pathologiques au sein d‟un clone lymphocytaire. 

 

B. Sélection des échantillons et appareil de mesure 

Les immunophénotypages ont été sélectionnés à partir de l‟extraction du système 

informatique du laboratoire. Afin d‟obtenir des résultats précis, nous avons travaillé avec les 

données issues de diagnostics validés. Les diagnostics de certitude des SLP-B ont été retenus 

sur les résultats des examens anatomopathologiques et génétiques (translocation t(11;14) pour 

le MCL) pour les MCL et les MZL ou sur l‟anamnèse clinique hématologique. Les CLL ont 

été sélectionnées par un score de Matutes/Moreau supérieur ou égal à 4.  

Nous avons repris les patients de la série précédente et vérifié les diagnostics. Plusieurs 

patients manquaient de compléments d‟analyses en particulier les études 

anatomopathologiques et/ou moléculaires pour affirmer un diagnostic de certitude (perte de 6 

MZL, et de 4 MCL). 

Cette sélection d‟échantillons nous a permis d‟étudier :  

- 45 CLL (nombre équivalent au chapitre précédent) ; 

- 8 MZL (moins 6 MZL par rapport au chapitre précédent) ; 

- 5 MCL (moins 4 MCL par rapport au chapitre précédent). 

L‟immunophénotypage a été réalisé sur les même cytomètres (FACS CANTO II). 
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C. Présentation du logiciel INFINICYT 

Le logiciel INFINICYT104 (Cytognos SL, Salamanca, Espagne) permet l‟intégration des 

données cytométriques à partir de fichier type FCS et l‟analyse multidimensionnelle des 

populations étudiées. Il ouvre un large éventail de possibilités analytiques, tels que la 

présentation des informations dans de multiples configurations graphiques et de tableaux à 

partir d'un ou plusieurs échantillons.  

Les données peuvent être exploitées sous plusieurs représentations : DotPlots, histogrammes, 

multidimensionnels, 3D, boîtes à moustaches, bandes de populations, etc… 

Le diagramme APS (Automatic Population Separator) réalise une séparation automatique de 

dimension n des événements, et est capable de séparer clairement la ou les populations 

étudiées. 

Ce logiciel regroupe avec la fonction de fusion les différents échantillons, intègre les 

informations sur différents prélèvements dans le même fichier de données, et affiche des 

informations sur l'ensemble de l‟immunophénotypage des cellules. Les données mesurées 

sont fusionnées dans un même fichier « merge » en fonction des CD conjugués avec le même 

fluorochrome105. 

La classification automatique des immunophénotypages est possible grâce à la création d‟une 

base de données. Elle combine la puissance de l'APS, l'image de référence et effectue des 

comparaisons avec les différents groupes préétablis pour donner une indication de 

classification par la fonction compas. La fonction compas indique avec quelle entité le clone 

possède le plus de similitudes comme nous l‟explique la figure 22. 

Grâce à la création de protocole cytométrique d‟analyse des populations, l‟analyse des 

données par le logiciel Infinicyt est « non opérateur dépendant ». 
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Figure 22 : Interprétation des différents cas de la fonction compas. 

 

D. Traitement des données cytométriques 

Les informations cytométriques ont été traitées et analysées par le logiciel BDFACSDiva 

software.  

Les données statistiques ont été traitées sur le logiciel Microsoft Excel. 

Après la sélection des patients, les dossiers des SLP-B ont été analysés sur le logiciel 

BDFACSDiva software pour vérifier les compensations et comparer les valeurs des PMT par 

rapport à la baseline. Nous avons travaillé sur le tube 2 et le tube 1 des du panel d‟exploration 

des SLP-B. 

 



105 
 

Les données cytométriques ont été analysées sur le logiciel INFINICYT selon le protocole 

suivant :  

 Sélection des lymphocytes totaux sur le Dot Plot SSC/FSC ; 

 Sélection des lymphocytes B (CD19+) sur le Dot Plot SSC/CD19 ; 

 Sélection du clone pathologique sur le Dot Plot CD19/CD5. 

A chaque étape, le logiciel permet de visualiser uniquement la population sélectionnée 

précédemment. Cette stratégie sélectionne plus précisément le clone en évitant de prendre 

compte les éléments non lymphocytaires. 

Après cette sélection, les données enregistrées concernent uniquement le clone 

« pathologique ». Le nombre d‟évènements a été limité à 2500 pour optimiser la présentation 

des résultats et éviter l‟influence d‟un clone avec un grand nombre d‟évènements sur un autre 

ayant peu d‟évènements (seuil de pondération arbitrairement choisi). 

Tous les clones de même nature leucémique ont été regroupés ensemble formant un 

« merge »105 : 1 merge de CLL (n=45), 1 merge de MZL (n=8) et 1 merge de MCL (n=5). Ces 

trois merges ont été analysés ensemble. 

 

E. Résultats 

 

1. Comparaison des IMF entre Diva et Infinicyt 

Afin de vérifier si les IMF obtenues sur Infinicyt correspondent à celles de Diva (et 

enregistrées sur le SIL Glims), nous avons étudié les médianes de chaque marqueur entre 

Infinicyt et Diva. Les valeurs de « merge » sont celles obtenues après la comparaison 

simultanée des trois entités.  
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Tableau 15 : Comparaison des résultats entre Diva et Infinicyt 

 

      n MIN MAX MED CLL 
MERGE MOY ET n MIN MAX MED MZL

MERGE MOY ET n MIN MAX MED MCL
MERGE MOY ET

CD5 Infinicyt Tube 1 45 543 8890 3490 3240 3955 2045 8 56 2174 258 234 611 739 5 1377 4687 2995 2817 3122 1317
CD5 Infinicyt Tube 2 45 458 9021 3551 3087 3848 2037 8 7 2088 248 215 587 721 5 1346 4876 2968 2818 3159 1363
CD5 Diva 43 453 7561 3052 3400 1765 6 392 7024 1299 2537 2601 6 1281 4562 2747 2931 1193
FMC7 Infinicyt 45 -88 659 214 150 222 142 8 548 8298 1336 873 2566 2934 5 108 9776 4036 2160 3773 3917
FMC7 Diva 31 63 669 214 243 115 14 250 7845 1083 2010 2306 9 766 4180 1915 2180 1324
CD10 Infinicyt 45 -15 59 15 11 15 18 8 -147 307 -7 -12 6 136 5 -130 -1 -48 -48 -56 50
CD19 Infinicyt Tube 1 45 2136 18774 11634 10237 11282 3978 8 8349 27694 17945 16261 18474 6178 5 10349 25009 13485 13378 15276 6092
CD19 Infinicyt Tube 2 45 1989 17584 10575 9896 10764 3823 8 7779 26908 17499 15885 18228 6451 5 10251 23589 12546 13165 14784 5678
CD20 Infinicyt 45 -24 3682 1080 792 1254 766 8 7910 33111 14585 13344 16819 9227 5 7423 35885 19667 16346 19255 11770
CD20 Diva 42 396 2224 977 1091 500 14 2780 33661 12890 15754 9613 9 7654 35425 12899 16626 9391
CD23 Infinicyt 45 601 11982 4193 3101 4993 2900 8 240 2635 525 418 1199 1121 5 162 2358 482 267 792 887
CD23 Diva 45 281 10567 3109 3886 2467 10 350 6763 536 1685 2044 9 292 5574 413 1110 1720
CD25 Infinicyt 45 31 836 295 244 313 164 8 59 562 226 200 287 189 5 24 562 171 149 222 209
CD25 Diva 45 55 757 264 295 157 13 41 603 122 216 202 9 113 751 265 363 213
CD38 Infinicyt 45 -62 10048 234 140 1196 2182 8 315 21979 889 312 3530 7464 5 519 43313 16830 11018 16843 17801
CD38 Diva 15 907 8828 2627 3040 2208 9 510 20048 1016 4267 6243 5 918 41052 12870 16297 15114
CD81 Infinicyt 45 91 621 254 237 288 120 8 -30 2708 1295 937 1215 839 5 335 1558 931 794 996 551
CD81 Diva 45 53 562 231 263 125 14 319 2528 864 998 622 9 612 3570 917 1385 1000
CD148 Infinicyt 45 181 1033 430 372 468 195 8 254 1604 754 739 861 484 5 734 1968 1584 1321 1417 595
CD148 Diva 45 157 1007 381 424 193 14 263 1539 697 805 379 9 846 2408 1608 1583 490
CD180 Infinicyt 45 73 1915 547 453 619 376 8 449 2365 1678 1233 1586 641 5 296 1287 531 418 672 418
CD180 Diva 45 66 1850 502 553 353 14 343 10846 1225 2076 2634 9 271 1604 821 761 466
CD200 Infinicyt 45 2023 11086 4919 4140 4886 1742 8 51 4125 1711 1267 1793 1303 5 23 836 53 48 204 354
CD200 Diva 45 1694 10396 4188 4326 1701 14 241 5806 1535 1743 1390 9 13 1176 108 436 485

CLL MZL MCL
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Après l‟étude de ce tableau, nous pouvons constater que les IMF obtenues sur Infinicyt par 

rapport à celles de Diva sont peu différentes pour la plupart des marqueurs, notamment pour :  

- CD5, FMC7, CD20, CD23, CD25, CD81, CD148, CD180 et le CD200 dans la CLL ; 

- FMC7, CD20, CD23, CD25, CD81, CD148, CD180, CD200 dans le MZL ; 

- CD5, CD23, CD25, CD38, CD81, CD148, CD180, CD200 dans le MCL. 

Cette absence de différence significative renforce la qualité de la retranscription des données 

sur Infinicyt. Les quelques différences d‟IMF observées proviennent de l‟extraction à partir de 

Glims, car seul les marqueurs positifs ont été retranscris dans le système informatique. Ces 

différences sont observées notamment pour :  

- CD38 dans la CLL (toutes les IMF ont été prises en compte sur Infinicyt, IMF 

uniquement positives dans Glims) ; 

- CD5 dans le MZL (idem) ; 

- FMC7 dans le MCL (idem). 

Après l‟acquisition des données de cytométrie brutes, le logiciel applique les compensations 

et soustrait au signal de base, le bruit de fond électronique aboutissant à une distribution 

autour du zéro de la population d‟intérêt voire à des IMF négatives. Cette soustraction 

n‟entache pas la qualité des IMF car elles restent comparables à celles obtenues sur Diva. 106  

 

2. Etudes des différents marqueurs à l’aide du logiciel Infinicyt 

Ce logiciel de retraitement des données cytométriques permet une nouvelle approche pour 

l‟étude des SLP-B. Il permet de visualiser l‟ensemble de la population lymphocytaire clonale, 

de la comparer à ces pairs et aux autres SLP-B (diagnostic différentiel en particulier). 

Chaque bande dans les figures représente un clone lymphocytaire. Le point central coloré au 

milieu des bandes de la même couleur correspond à la médiane de merge. Pour chacune des 

représentations, différentes couleurs ont été attribuées à chaque SLP-B :  

- CLL : orange ; 

- MZL : bleue ; 

- MCL : vert. 
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La figure 23 représente les nouveaux marqueurs d‟intérêt, on constate visuellement que :  

- CD148 : la moyenne des IMF des MCL est plus forte que celle des CLL et des MZL, 

cependant on peut noter que certaines CLL et certains MZL peuvent avoir la même 

IMF que certains clones MCL. Deux cas de MCL sur cinq semblent s‟écarter des 

autres patients MCL ; 

 

Figure 23 : Expression des marqueurs CD148, CD180 et CD200 dans la CLL, MZL et MCL 
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- CD180 : la moyenne des IMF des MZL est plus forte que celle des CLL et des MCL. 

On distingue un MZL avec une IMF faible, 2 MCL et quelques CLL qui ont une IMF 

proche de la moyenne des IMF des MZL. Les deux cas de MCL précédemment cités 

se distinguent également des autres MCL ; 

- CD200 : la moyenne des IMF des CLL est plus forte que celle des MCL et des MZL. 

La moyenne des IMF des MCL est vraiment très faible sauf un MCL qui possède une 

IMF moyenne. Il s‟agit d‟ailleurs, là encore, un des deux cas signalés précédemment. 

La moyenne des IMF des MZL est intermédiaire faible sauf un MZL qui possède une 

IMF très faible. On remarque également que quelques CLL avec des IMF un peu plus 

faible que la moyenne générale, se recoupent avec certains MZL qui ont un CD200 un 

peu fort. 

Figure 24 : Expression des marqueurs FMC7, CD23 et CD5 dans la CLL, MZL et MCL 
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La figure 24 représente les expressions FMC7, du CD23 et du CD5 dans les CLL, les MZL et 

les MCL : 

- FMC7 : les CLL ont une moyenne générale plus faible que les MCL et les MZL. 

Deux MCL ont des IMF plus faibles qui se rapprochent de la CLL ; 

- CD23 : la moyenne du merge de CLL est plus forte que celle des MCL et des MZL, 

cependant on retrouve un MCL et deux MZL qui ont des IMF proches de la moyenne 

du merge de CLL ; 

- CD5 : la moyenne du merge des CLL et celle du merge des MCL sont proches, et 

plus fortes que la moyenne des MZL. Les MZL CD5 positifs ont des IMF un peu plus 

faible que les CLL CD5 positives. On observe une certaine hétérogénéité pour les 

CLL. 

 

 

Figure 25 : Expression des marqueurs CD19, CD10 et CD20 dans la CLL, MZL et MCL 
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La figure 25 nous présente les expressions des marqueurs CD19, CD10 et CD20 :  

- CD19 : les moyennes des trois merges sont équivalentes entre les trois SLP-B. 

Seulement quelques CLL présentent une IMF plus faible que la moyenne ; 

- CD10 : le CD10 est très faiblement exprimé au sein des trois entités. Seul un MZL 

semble présenter une IMF moyenne. L‟expression est très homogène pour les CLL ; 

- CD20 : la moyenne du merge des CLL est beaucoup plus faible que celle des merges 

des MCL et MZL qui ont des moyennes fortes et proches. 

 

Figure 26 : Expression des marqueurs CD38, CD81 et CD25 dans la CLL, MZL et MCL 
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La figure 26 permet d‟étudier les expressions du CD38, du CD81 et du CD25 :  

- CD38 : la moyenne du merge de MCL est plus forte que celle des merges de CLL et 

de MZL qui ont des moyennes proches. Cette représentation permet de mettre en avant 

les différentes CLL CD38 positives qui ne sont pas majoritaires au sein du groupe. Par 

ailleurs, lorsque le CD38 est positif dans le MCL, l‟IMF est très forte, en revanche 

lorsqu‟il est négatif, l‟IMF se rapproche des CLL CD38 négatives ;  

- CD81 : les moyennes des merges de MZL et de MCL sont plus fortes que celle du 

merge de CLL. Néanmoins, un MCL et un MZL ont des IMF faibles qui se 

rapprochent de celles des CLL ; 

- CD25 : les trois moyennes de merges sont très proches. 

 

F. Discussion  

Cette forme de représentation des données de cytométrie permet d‟étudier en globalité chacun 

des trois SLP-B et également d‟observer les différents clones atypiques au sein de chaque 

entité. 

Dans la figure 23, on remarque un MZL avec un CD200 très faible possédant une IFM proche 

des IFM des MCL. Dans le même cas, on observe un MCL avec un CD200 d‟intensité faible 

qui pourrait correspondre à une IFM d‟un MZL. Ces deux cas mettent en évidence toute la 

complexité d‟interprétation des immunophénotypages lymphocytaires. Certaines CLL ont des 

CD200 avec des IMF moyennes, dans ces exemples, l‟interprétation des autres marqueurs est 

alors indispensable pour conclure l‟immunophénotypage. Les nouveaux cas atypiques comme 

ceux précédemment cités devraient essentiellement bénéficier d‟une exploration 

complémentaire afin de valider le diagnostic retenu. 

La corrélation entre la présence de lymphocytes villeux et un CD180 très fort mise en 

évidence par l‟équipe de Lyon n‟est pas retrouvé dans ce travail. Les deux MZL (MZL4 et 

MZL7) ayant des lymphocytes villeux n‟ont pas de CD180 plus fort que les autres MZL. 

Cependant, aucun de nos patients MZL n‟a eu d‟histologie de la rate permettant de mettre en 

évidence un SRPL.  
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Dans la figure 24, le FMC7 apparait comme un marqueur discriminant car des IMF 

supérieures à 1000 semblent exclure une CLL (même quand le FMC7 est positif dans la 

CLL). Le CD23 et le CD5 sont moins discriminants, car les MZL ou les MCL CD23 positifs 

ou CD5 positifs ont des IMF proches des CD23 positifs ou CD5 positifs des CLL107. On 

remarque que peu de MCL et MZL sont CD23 positif ce qui correspond aux données de la 

littérature.  

Concernant les marqueurs de la figure 25, seul le CD20 apparait comme un marqueur 

discriminant, en effet les médianes des merges des trois entités sont équivalentes pour le 

CD19 et le CD10. En revanche, les médianes des merges des MCL et des MZL pour le CD20 

sont bien différentes de la médiane du merge des CLL. Cette représentation ne montre pas de 

chevauchement entre les différentes entités. Un CD20 avec une IMF supérieure à 3700 n‟est 

pas en faveur d‟une CLL.  

Dans la figure 26, le CD38 apparait comme un marqueur discriminant lorsque son intensité 

est très forte (>15000) et serait en faveur d‟un MCL, cependant certains MZL ont des IMF 

élevées, donc l‟interprétation des autres marqueurs est indispensable (CD5, CD148, CD180 

par exemple) pour différencier les deux entités. On peut inversement s‟interroger sur les deux 

cas de MCL avec une IMF CD38 faible. Les MCL CD38 positif ne sont pas tous corrélés à un 

syndrome tumoral (présence d‟adénopathies) pour notre série, car le MCL 5 a un CD38 

négatif et présente un syndrome tumoral, ce qui est moins concordant aux données de la 

littérature (référence tableau 9 partie I). Les IMF moyennes des trois entités sont proches pour 

le CD81 ainsi que le CD25. Ces deux marqueurs n‟apparaissent pas être discriminants. 

Différentes représentations sont possibles avec le logiciel INFINCYT, notamment le 

diagramme APS (basé sur l‟Analyse en Composantes Principales108) qui effectue une 

séparation automatique des populations en fonction des CD les plus discriminants. Ce 

diagramme est très utile lors du développement de nouveaux anticorps et permet une 

séparation optimale des évènements. Les CD les plus utiles pour la séparation et donc les plus 

discriminants sont donnés en pourcentage par ordre décroissant. Le logiciel propose plusieurs 

représentations APS mais généralement les deux premiers diagrammes sont les plus 

intéressants.  
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Le principe du diagramme APS est de séparer avec le plus de CD différents les populations 

étudiées dans le but de mieux les caractériser. Cette représentation est très utile lorsque l‟on 

travaille avec plusieurs marqueurs. L‟APS utilise tous les paramètres de la population et 

propose la meilleure séparation des évènements. 

Ces représentations affichent les chevauchements entre les trois entités, les contours donnent 

les écarts types (1SD ; 2SD) par rapport à la moyenne des merges. Les statistiques de l‟APS 

représentent le pourcentage du potentiel séparateur de chaque marqueur. 

 

Figure 27 : Représentation APS tube 2 avec CD148, CD180, CD200, CD5, CD81, CD25, 
CD19 et CD45 

 

        Tableau 16 : Statistiques APS tube 2 

PC1 PC2 
Paramètres Signification Paramètres Signification 
CD200 APC:F5 35.18 CD5 PerCP-Cy5 5:F3 39.33 
CD5 PerCP-Cy5 5:F3 23.38 CD148 FITC:F1 18.37 
CD81 APC-H7:F6 18.97 CD200 APC:F5 17.82 
CD25 V450:F7 8.03 CD81 APC-H7:F6 10.98 
CD148 FITC:F1 6.61 CD45 V500:F8 4.51 
CD180 PE:F2 4.78 CD180 PE:F2 4.03 
CD19 PE-Cy7:F4 2.11 CD25 V450:F7 3.19 
CD45 V500:F8 0.94 CD19 PE-Cy7:F4 1.77 
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Figure 28 : Représentation APS tube 1 avec CD20, CD38, FMC7, CD23, CD5, CD10, 
CD19, CD45 

 

          Tableau 17 : Statistiques APS tube 1 

PC1 PC2 
Paramètres Signification Paramètres Signification 
CD20 APC-H7:F6 26.32 CD38 BV421:F7 41.14 
CD38 BV421:F7 23.39 CD5 PerCP-Cy5 5:F3 22.32 
FMC7 FITC:F1 18.26 CD20 APC-H7:F6 18.39 
CD23 PE:F2 14.10 FMC7 FITC:F1 12.04 
CD5 PerCP-Cy5 5:F3 9.58 CD23 PE:F2 2.94 
CD19 PE-Cy7:F4 3.27 CD10 APC:F5 1.13 
CD45 V500:F8 2.80 CD19 PE-Cy7:F4 1.04 
CD10 APC:F5 2.29 CD45 V500:F8 0.99 

 

Ces deux diagrammes mettent en avant les marqueurs les plus discriminants par tube pour 

différencier les trois entités. Les CD200, CD5, CD81 et CD148 semblent les plus 

discriminants pour le tube 2 avec des pourcentages supérieurs à 10% (ce seuil est arbitraire et 

n‟a pas encore fait l‟objet d‟une validation scientifique). Les CD20, CD38, FMC7, et CD23 

semblent les plus discriminants pour le tube 1.  
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On observe que pour le tube 2, les CLL et les MZL ont une zone de chevauchement restreinte, 

à l‟inverse, pour le tube 1, les MZL et les MCL se superposent.  

Cette constatation confirme les résultats de l‟étude des médianes et des distributions des 

marqueurs, montre les difficultés de l‟interprétation des immunophénotypages, et suggère que 

l‟attention doit être apportée sur les marqueurs les plus discriminants. 

Ce logiciel permet également la création d‟une base de données. Elle fonctionne sur le 

principe des diagrammes APS, elle compare le clone à étudier à chaque entité, puis aux entités 

deux à deux.  

Nous avons créé une base de données pour chaque tube (tube 1 et tube 2) et réalisé quelques 

tests afin d‟explorer cette fonctionnalité du logiciel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Test de la fonction compas sur la base de données 
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L‟utilisation de la base de données requiert une standardisation des protocoles de cytométrie 

(méthode d‟analyse). L‟utilisation des billes C&ST, la vérification des compensations, la 

standardisation de l‟analyse des clones lymphocytaires sur INFINCYT (même masque, même 

nombre d‟évènements cytométriques par clone) a permis localement la création de cette base 

de données. Pour le moment, elle a été conçue par tube d‟analyse uniquement. Elle n‟est 

actuellement pas utilisée en routine au laboratoire d‟hématologie. Des formations sur le 

logiciel sont programmées pour la fin d‟année 2015, début 2016 pour l‟utilisation quotidienne 

dans l‟interprétation des immunophénotypages. 

Cette base de données n‟est qu‟une aide au diagnostic et ne remplace en aucun cas 

l‟expérience de l‟interprétation quotidienne des immunophénotypages. Cependant, elle permet 

de détecter rapidement les expressions atypiques de marqueurs pour un diagnostic pressenti, 

permettant d‟avertir le clinicien référent sur le caractère inhabituel du phénotype de son 

patient. A l‟avenir, l‟interprétation du phénotypage des SLP-B pourrait être effectuée à partir 

de ce logiciel permettant d‟exploiter au plus près les données des cellules pathologiques 

« clonales ». 
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CONCLUSION  

L‟immunophénotypage a une place prépondérante dans la démarche diagnostique des SLP-B. 

Il apporte des informations diagnostiques dans un délai court, mais doit être associé à l‟étude 

cytologique du clone lymphocytaire.  

L‟étude des médianes des différents marqueurs du panel des SLP-B du CHU de Nancy établit 

des valeurs de référence qui sont une aide lors de l‟interprétation et la validation des 

immunophénotypages au sein du laboratoire. Quelques CD montrent déjà un potentiel 

discriminant intéressant comme le CD20 et le CD79b qui ont des IMF très faible dans la CLL 

avec des effets seuils vis-à-vis du MZL et du MCL. 

La distribution des marqueurs confirment les observations précédentes et montrent également 

d‟autres marqueurs intéressants, comme le CD38 très fort dans le MCL, le CD22 faible dans 

la CLL, le CD81 fort dans le MZL et dans le MCL, l‟expression forte des chaines légères dans 

le MZL et dans le MCL. Les résultats de l‟étude des nouveaux marqueurs (CD148, CD180 et 

CD200) concordent avec les seuils proposés par l‟équipe de Strasbourg. Cette concordance 

fait suite à la standardisation des cytomètres de chaque centre via l‟utilisation des billes 

C&ST. Le profil du MCL montre un CD148 fort, un CD180 faible et un CD200 très faible. La 

CLL est caractérisée par un CD200 fort et des CD180 et des CD148 faibles. Le MZL se 

distingue par un CD180 fort accompagné d‟un CD200 et d‟un CD148 faibles. Cependant, ce 

travail montre un chevauchement entre les trois marqueurs pour chaque entité et nécessite 

l‟étude de marqueurs complémentaires. Ces nouveaux marqueurs sont davantage utilisés en 

complément dans les cas atypiques. 

Le logiciel innovant INFINICYT permet une nouvelle approche dans l‟étude des données 

cytométriques par ses fonctions et ses nombreuses représentations graphiques. La 

comparaison des populations clonales issues des différentes entités met en avant les cas 

atypiques de chacune. L‟APS propose les marqueurs les plus discriminants au sein de chaque 

SLP-B. La base de données apporte une aide au biologiste dans la validation de 

l‟immunophénotypage. 
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Néanmoins, il serait intéressant de poursuivre ce travail en agrémentant la base de données. Il 

pourrait être réalisé un merge des quatre tubes du panel SLP-B afin de créer un fichier 

cytométrique unique grâce à la standardisation quotidienne des deux cytomètres. Ces fichiers 

issus des différentes entités seraient comparables entre eux et pourraient être inclus dans une 

base de données. Ce projet est déjà en cours de préparation par EUROFLOW. En effet, 

EUROFLOW souhaite créer une base de données nationale qui pourrait être utilisée par les 

centres adhérents. Une réflexion est en cours au sein du laboratoire. 
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GRAPHIQUES DE DISTRIBUTION DES MARQUEURS EN FONCTION DU SLP-B 

A valeur documentaire (sans intérêt scientifique), les histogrammes sont utilisés dans le 

laboratoire en première intention pour la validation des immunophénotypages. 
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ANNEXE 2 : Diagnostics des MZL et MCL 

MCL Interprétation de l'immunophénotypage lymphocytaire Résultats anatomopathologiques Résultats génétiques Atteintes ganglionnaires 

MCL1 

Lymphocytose marquée. Augmentation de la population B (15,837 G/L) 
avec monotypie sIgL Kappa (expression forte). Positivité CD5, 11c, 19, 20 
(forte), 22 (forte), 23, 27, 38, 43, 79b (forte), 81 (faible), 148 (faible), 180 
(faible), 200 (faible), 305, FMC7 (moyenne à forte). Négativité CD10, 25, 
103, 123.  
SLP-B mal classable. Cytologie atypique type lymphome de la zone 
marginale (55% de petits lymphocytes matures à noyau régulier ou peu 
déformé; 25% de petits lymphocytes à contours villeux, 14% de cellules 
moyennes "monocytoïdes" souvent nucléolées, 5% de lymphoplasmocytes, 
1% de lymphocytes à noyau encoché (centrocytes); et ombres nucléaires « 
de Gümprecht » rares <10% des cellules). Phénotype score Matutes 2 avec 
CD5+ non en faveur d'une LLC, mais non typique non plus d'un MCL ou 
d'un MZL. Histologie et génétique recommandées pour classer. 

BOM : infiltration lymphoïde avec CD5+ et 
cyclineD1+ : localisation médullaire d'un MCL  
Biopsie ganglionnaire : prolifération 
lymphomateuse : CD5+ cycline D1+ BCL2+ : 
en faveur d'un MCL 

RAS RAS 

MCL2 

Lymphocytose modérée. Augmentation de la population B (5,661 G/L) avec 
monotypie sIgL Kappa (expression forte). Positivité CD5, 19, 20 (forte), 22 
(faible), 23, 25, 27, 38, 79b (forte), 81 (faible), 148 (faible), 180 (faible), 
FMC7 (faible). Négativité CD10, 43, 200.  
SLP-B. Cytologie atypique avec quelques grandes cellules. Phénotype 
Matutes 3 avec CD5+. Eliminer un lymphome du manteau. 

Tissu ostéomédullaire : siège d'un infiltrat 
interstitiel par un lymphome B à petites cellules 
CD5+, CD23-, avec une expression faible et 
partielle de la Cycline D1. L'hypothèse d'un 
lymphome du manteau pourrait être confirmée 
par la recherche de la t(11,14) en cas de 
cellules circulantes. 

RAS RAS 

MCL3 

Lymphocytose avec augmentation de la population B (5,532 G/L) avec 
monotypie sIgL Lambda (expression très forte). Positivité CD5, 19, 20 (très 
forte), 22 (faible), 23, 27, 38 (très forte), 79b (forte), 81 (forte), 148 (forte), 
FMC7 (forte). Négativité CD10, 25, 43, 180, 200.  
SLP-B mature. Cytologie atypique (petits et moyens lymphocytes à noyau 
irrégulier et cellules immatures à chromatine décondensée). Phénotype score 
Matutes 3 avec CD5+ (et CD81 fort, CD148 fort, CD180 et CD200 
négatifs). Lymphome du manteau (MCL) dans un variant blastoïde 
(agressive variant "blastoid", WHO 2008). 

Biopsie ganglionnaire : expression Cycline 
D1 et SOX11 : MCL RAS 

clinique : syndrome tumoral 
superficiel ADP sous-
angulomandibulaire droite et 
splénomégalie à 4 travers de 
doigts  
PET SCANN : atteinte 
ganglionnaire sus et sous 
diaphragmatique avec une 
SUV max à 6,5 au niveau 
des ADP en regard du 
mésentère, avec atteinte 
splénique et médullaire et 
doute sur une atteinte 
digestive 
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MCL4 

Lymphocytose modérée. Augmentation de la population B (5,976 G/L) avec 
monotypie sIgL Lambda (expression forte). Positivité CD5, 19, 20 (forte), 
22 (faible), 23, 25, 27, 38, 79b (forte), 81 (forte), 148 (forte), 180 (faible), 
FMC7 (forte). Négativité CD10, 43, 200.  
SLP-B. Cytologie atypique (nombreuses cellules matures à noyau irrégulier 
et nucléolé). Phénotype score Matutes 2 avec CD5+, CD148++, CD180 
faible (limite négatif), CD200-. Rechercher un lymphome du manteau. 

Biopsie inguinale : prolifération 
lymphomateuse avec CD5+ Cycline D1+ 
BCL2+ SOX11 : MCL 

RAS 

Clinique : ADP axillaires, 
médiastinales, inguinales. 
PET SCAN : ADP 
cervicales axillaires, 
médiastinales, inguinales; 
splénomégalie 
hypermétabolique, ADP 
hilaires hépatiques 
rétropéritonéales 

MCL5 

Lymphocytose modérée. Augmentation de la population B (7,503 G/L) avec 
monotypie sIgL Lambda (expression moyenne). Positivité CD5, 19, 20 
(forte), 22 (forte), 23, 27, 79b (forte), 180 (faible), FMC7 (forte). Négativité 
CD10, 25, 38, 43, 81, 148, 200.  
SLP-B mature. Cytologie polymorphe mais caractérisée par des cellules 
matures à noyau un peu déformé et un excès de cytoplasme modérément 
basophiles. Présence de cellules villeuses 15% des lymphocytes. Phénotype 
score Matutes 2 avec CD5+, CD10-, CD43-, CD180+, CD148-, CD200-. 
Evoque un lymphome de la zone marginale limite SLVL (mais les cellules 
villeuses sont <20%). 

Liquide d'ascite : infiltré par des cellules 
lymphomateuses CD5+ et Cycline D1+ : 
infiltration par MCL 

47,XY,+3,t(11;14)(q1
3;q32)[12]/46,XY[1]  

Clinique : syndrome 
tumoral marqué avec une 
Rate palpable à 2cm sous le 
rebord costal  
PET SCANN : progression 
des ADP jugulo-
carotidiennes bilatérales, 
mésentériques et en fosse 
iliaque droite 
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MZL Interprétation de l'immunophénotypage lymphocytaire Résultats anatomopathologiques Résultats génétiques Atteintes ganglionnaires 
MZL1 Lymphocytose modérée. Augmentation de la population B (1,798 G/L) avec 

monotypie sIgL Lambda (expression moyenne). Positivité CD5, 19, 20 
(forte), 22 (forte), 23, 27, 38, 79b (forte), 81 (forte), 148 (faible), 180 
(faible), 200 (faible), FMC7 (forte). Négativité CD10, 25, 43. 
Lymphocytose B monoclonale. Phénotype score Matutes 2 non LLC. A 
suivre (phase leucémique de lymphome B ?). 

BOM : infiltration lymphomateuse 
de la moelle osseuse par un 
lymphome B à petites cellules dont le 
profil immunohistochimique est en 
faveur d'un MZL 

RAS RAS 

MZL2 Lymphocytose modérée. Augmentation de la population B (2,804 G/L) avec 
monotypie sIgL Kappa (expression faible). Positivité CD 19, 20 (forte), 22 
(forte), 27, 79b (forte), 81 (forte), 180 (forte), 200 (faible), FMC7 (forte). 
Négativité CD10, 23, 25, 38, 43, 148. 
SLP-B. Cytologie mature (avec petits lymphocytes matures à noyau un peu 
déformé, cytoplasme excessif modérément basophile). Phénotype score 
Matutes 1 avec CD5- (et CD148-, CD180+, CD200-). Evoque un lymphome 
de la zone marginale. 

BOM : infiltrat interstitiel et 
nodulaire modéré par un MZL 

46,XX,del(1)(p36),+3
,del(7)(q31),del(11)(q
22q23),-
20[1]/46,sl,del(3)(p23
)[18]/46,XX,del(1)(p
36),del(7)(q31),add(1
0)(p13),del(11)(q22q
23)[5].ish 
del(11)(ATM-
)[19],17p13(TP53x2)
[14].nuc 

 RAS 

MZL3 Lymphocytose importante. Augmentation de la population B (48,891 G/L) 
avec monotypie sIgL Kappa (expression forte). Positivité CD 19, 20 (forte), 
22 (forte), 23, 27, 79b (forte), 81 (forte), 148 (forte), 180 (forte), 200 (forte), 
FMC7 (forte). Négativité CD 5, 10, 25, 38, 43.  
SLP-B. Cytologie mature pleïomorphe (petits à moyens lymphocytes à 
noyau irrégulier, encoché, nucléolé.... cytoplasme basophile parfois à 
contours irréguliers; et peu d'ombres nucléaires « de Gümprecht »). 
Phénotype score Matutes 1 avec CD5-. A classer avec caryotype et 
histologie. 

Rate : MZL, infiltration 
lymphomateuse des ganglions 
hilaires. 

RAS RAS 

MZL4 Lymphocytose modérée. Augmentation de la population B (2,599 G/L) avec 
monotypie sIgL Lambda (expression forte). Positivité CD5, 19, 20 (forte), 
22 (forte), 23, 27, 38, 79b (forte), 81 (forte), 180 (faible), 200 (faible), 
FMC7 (forte). Négativité CD10, 25, 43, 148, 180.  
MZL connu. Cytologie mature (75% de petits lymphocytes matures à noyau 
régulier ou peu déformé et cytoplasme de basophilie modérée; 9% de 
lymphoplasmocytes, 1% de cellules plasmocytoïdes, 15% de cellules plus 
grandes avec cytoplasme excessif et parfois villositaire). Phénotype score 
Matutes 2 avec CD5+ (et CD148-, CD180- inhabituel, CD200+). 

RAS 49,XX,i(8)(q10)[1]/4
6~49,+3,+8,+18[cp4]
/46,XY[27]. 

Clinique : pas de syndrome tumoral 
mis en évidence en dehors de 
quelques ganglions centimétriques 
sous diaphragmatiques, rate à la 
limite supérieure à 14 cm. 
Diagnostic Hématologique antérieur 
de MZL 
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MZL5 Absence de lymphocytose absolue, mais augmentation de la population B 
(1,210 G/L) restant <5 G/L. Monotypie sIgL Lambda (expression faible). 
Positivité CD 19, 20 (forte), 22 (forte), 23, 79b (faible), 81 (faible), 148 
(faible), 180 (forte), 200 (faible), FMC7 (forte). Négativité CD 5, 10, 25, 38, 
43. Lymphocytose B monoclonale, cytologie type MZL, phénotype type « 
score Matutes 2 ». « MBL, CLL-like », phase circulante de MZL. 

BOM : aspects morphologiques 
(infiltration diffuse et non pas 
paratrabeculaire), 
immunohistochimie (absence 
expression de CD10 et de BCL6) et 
en biologie moléculaire (absence 
t(14;18)) sont en faveur d'une 
localisation d'un lymphome B à 
petites cellules CD5- de type 
lymphome de la zone marginal. 

41~43,XX,del(1)(p36
),-
3,,del(8)(p11),del(9)(
q21),add(11)(q22),-
12,der(15)t(?3;15)(q1
1;qter),-17,-18,-19,-
21 or 
add(21)(p11),+1~2m
ar[cp19]/46,XX[1]. 

  

MZL6 Lymphocytose modérée. Augmentation de la population B (10,437 G/L) 
avec monotypie sIgL Lambda (expression très forte). Positivité CD 19, 20 
(forte), 22 (forte), 23 (partielle), 27, 38, 79b (forte), 81 (forte), 148 (forte), 
180 (mais faible), FMC7 (moyenne). Négativité CD 5, 10, 25, 43, 200.  
SLP-B chronique. Cytologie mature (96% de petits lymphocytes matures à 
noyau régulier ou peu déformé avec excès de cytoplasme modérément 
basophile, parfois à tendance lymphoplasmocytaire; 4% de lymphocytes 
plus grands à noyau binucléé (type LPLB); et rares ombres nucléaires « de 
Gümprecht »). Phénotype score Matutes 1 avec CD81++, CD148+, CD180-
(/+), CD200-. Hypothèse: Lymphome de la zone marginale sur 
Lymphocytose polyclonale à lymphocytes binucléés. 

BOM : infiltration modéré de la 
moelle sur un mode interstitiel et 
intrasinusoïdale, correspondant aux 
données cliniques et cytologiques, à 
la localisation d'un MZL splénique, 
vraisemblablement à lymphocytes 
villeux.  
Biopsie hépatique : infiltration du 
parenchyme hépatique par le LZM : 
CD10- BCL6- cycline D1- CD21- 
CD23- 

caryotype : délétion 
1q et trisomie 
partielle 12 (non spé 
du MZL) 

PET SCANN : polyadénopathies 
sus et sous diaphragmatiques 

MZL7 Lymphocytose modérée. Augmentation de la population B (5,543 G/L) avec 
monotypie sIgL Lambda (expression très forte). Positivité CD5, 19, 20 
(forte), 22 (forte), 23, 27, 38, 79b (forte), 81 (faible), 148 (moyenne), 180 
(faible), 200 (faible), FMC7 (forte). Négativité CD10, 25, 43. 
SLP-B. Cytologie mature (cellules moyennes à noyau déformé, cytoplasme 
abondant, parfois avec petites villosités. Phénotype score Matutes 2 avec 
CD148+ CD180- CD200-. Evoque une phase leucémique de lymphome de 
la zone marginale (MZL). 

RAS RAS Clinique : nodule hypodense 
splénique  
Diagnostic Hématologique antérieur 
de MZL 

MZL8 Absence de lymphocytose, mais augmentation de la population B (1,558 
G/L) restant <5 G/L. Monotypie sIgL Kappa (expression forte). Positivité 
CD5, 19, 20 (forte), 22 (forte), 23, 25, 27, 38, 43, 79b (forte), 81 (faible), 
148 (faible), 180 (forte), 200 (forte), FMC7 (forte). Négativité CD10.  
Lymphocytose B monoclonale, cytologie mature (cellules de taille moyenne, 
noyau déformé, cytoplasme excessif et basophile), phénotype type « score 
Matutes 2 ». « MBL, non CLL-like ». Phase leucémique d'un lymphome B 
(zone marginale ?). 

Biopsie ganglionnaire : localisation 
ganglionnaire d'un lymphome nodal 
de la zone marginal. 

RAS Clinique : adénopathies cervicales 
droites postérieures, des 
adénopathies axillaires bilatérales, 
splénomégalie et hépatomégalie. 
PET SCANN : multiples 
adénopathies, ganglions 
hypermétaboliques, axillaires, 
médiastinaux hilaires, 
rétropéritonéaux, iliaques et 
inguinaux, hépatosplénomégalie et 
un hypermétabolisme splénique 
diffus. 
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RESUME : 
 

L‟immunophénotypage lymphocytaire sanguin possède une place importante dans la démarche diagnostique des 
lymphomes en phase leucémique. Dans 20% des diagnostics, la classification de la pathologie n‟est pas 
confirmée soit par absence de marqueur spécifique, soit parce que l‟examen anatomopathologique (« gold 
standard ») est non disponible ou non discriminant. Le choix des marqueurs lymphoïdes, la recherche de 
nouveaux marqueurs, et l‟interprétation de l‟immunophénotypage prennent alors une place importante dans la 
démarche diagnostique. Nous avons donc évalué les différents marqueurs du panel lymphocytaire ainsi que de 
nouveaux marqueurs : CD148, CD180 et CD200. Nous avons testé un logiciel de traitement de données 
cytométriques ainsi que quelques-unes de ses fonctionnalités. Dans un premier temps, nous avons déterminé les 
intensités moyennes de fluorescence pour chaque marqueur dans la CLL, le MZL, et le MCL utile pour la 
validation quotidienne des immunophénotypages. Dans un second temps, l‟étude du panel lymphocytaire a 
montré des marqueurs discriminants comme des expressions faibles dans la CLL des CD20, FMC7, CD79b, et 
CD81 ainsi qu‟une expression faible des chaines légères ou un CD38 très fort dans le MCL. Les nouveaux 
marqueurs apportent des arguments complémentaires dans l‟interprétation : un CD200 fort dans la CLL, un 
CD180 fort dans le MZL et un CD148 fort associé à un CD200 faible dans le MCL. Le logiciel INFINICYT 
permet de comparer graphiquement les différentes entités entre elles, et propose des représentations permettant 
de mettre en avant les marqueurs les plus discriminants comme l‟APS. La fonction compas apporte une aide 
supplémentaire dans la validation des immunophénotypages grâce à la création d‟une base de données mais 
nécessite une standardisation des protocoles d‟analyses. A l‟avenir, ce type de logiciel pourra être utilisé dans la 
validation des immunophénotypages, et dans la recherche de nouveaux marqueurs pour la caractérisation des 
syndromes lymphoprolifératifs B matures. 
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