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Application de la cytomeétrie en flux

en hématologie

S. OUKID,

Service d'Hématologie, EHS ELCC CAC.
Laboratoire de recherche sur les hémopathies malignes et les hémoglobinopathies,
Faculté de Médecine, Blida, Université de Blida 1.

| Résume

La Cytométrie en Flux (CMF) est une technique d’ana-
lyse trés sensible et trés spécifique avec une large utili-
sation dans le domaine médical qu'il soit en routine ou
en recherche. En hématologie, la CMF sest imposée ces
derniéres années comme une technique de choix pour
la détermination des caractéristiques phénotypiques
des cellules hématopoiétiques normales ou des cellules
malignes . Elle est ainsi devenue un outil incontour-
nable en hématologie pour poser le diagnostic, évaluer
le pronostic et faire le suivi des hémopathies malignes
et des bénignes.

Flux cytometry (CMF) is a very sensitive and very spe-
cific analysis technique with a wide use in the medical
field whether routine or research. In haematology, CMF
has emerged in recent years as a technique of choice for
the determination of the phenotypic characteristics of
normal hematopoietic cells or malignant cells ®. It has be-
come an essential tool in haematology for diagnosis, pro-
gnosis and monitoring of haematological malignancies.

>>> Mots-clés et Abréviations :

Cytométrie en flux, anticorps monoclonaux, immuno-
phénotypage, clusters de différenciation.

Introduction

La cytométrie en flux (CMF), est une technique connue
actuellement comme une méthode danalyse trés pré-
cise, tres fiable, pratique, trés sensible et trés spécifique
dans le domaine médical avec une large utilisation aussi
bien en analyse de routine quen recherche.

En hématologie, la CMF sest imposée comme une
technique de choix pour la détermination des caracté-
ristiques phénotypiques de cellules hématopoiétiques
normales ou malignes . Ainsi, la CMF est un outil
incontournable pour le diagnostic et le suivi de nom-
breuses hémopathies malignes et bénignes.

Définition

La CMF est une technique automatisée rapide qui me-
sure (métrie) les propriétés optiques de cellules isolées
(cyto) et transportées par un liquide vecteur (flux) dé-
filant & grande vitesse (+ 30 km/h) jusqua une source

>>> Key-words :

Flow cytometry, monoclonal antibodies, immunophe-
notyping, differentiation clusters

dexcitation lumineuse (laser) qui permet dobtenir des
signaux optiques ou physiques caractéristiques a chaque
cellule et qui seront analysés par un systéme électro-
nique.

La CMF permet une analyse multiparamétrique des cel-
lules dont les caracteres physiques (taille et structure)
et biologiques (le taux et I'intensité de la fluorescence),
aprés incubation avec des marqueurs monoclonaux
fluorescents. Cette technique permet l'analyse d’un treés
grand nombre de cellules au méme moment et en un
temps rapide.

Historique

La CMF est née du grand besoin d’automatiser le comp-
tage des éléments figurés du sang. Le premier appareil a
été congu par Moldavan en 1934 dont le but était une numé-
ration cellulaire, grace & un capteur photo-électrique.
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En 1945, W. Coulter a créé un appareil capable de comp-
ter les cellules et de mesurer leur taille en variant la ré-
sistivité du flux liquidien. En 1953, T. Crosland a uti-
lisé un systéme d’injection de [échantillon dans un flux
laminaire. Dans les années 70, le développement et les
progres réalisés en immunologie ont permis une large
utilisation de la CMF. Actuellement, le développement
simultané des appareillages polyvalents et de trés nom-
breux anticorps monoclonaux a conduit a une explosion
des activités impliquant la cytométrie en flux.

Intéréts de la CMF

La CMF a un grand intérét dans 'immunophénotypage
en hématologie, la quantification dADN, l'analyse du
cycle cellulaire, la détermination de la viabilité cellulaire
et le monitoring de létat immunitaire des patients et en
recherche, dans lanalyse du caryotype, le suivi du flux
ionique, l'analyse du stress oxydatif, la détermination du
PH intracellulaire, l'analyse de la fluidit¢é membranaire,
lanalyse de la prolifération et de l'apoptose cellulaire.
Dans cet article, nous avons ciblé l'application de la
CMF en hématologie.

Avantages de la CMF

La cytométrie en flux réunit plusieurs caractéristiques
qui font delle une des meilleures techniques analytiques.

o Les principaux avantages de la CMF sont une :

- Analyse d’un grand nombre de cellules dans un temps
court.

- Analyse des populations tres rares, comme les cellules
souches hématopoiétiques CD 34+.

- Analyse de plusieurs parametres simultanément pour
une méme cellule, les meilleurs instruments de cytomé-
trie peuvent mesurer jusqua 17 parameétres.

- Analyse quantitative des paramétres mesurés.

- Trier les cellules analysées en toutes stérilités.

o Les inconvenants de la CMF sont :

- Analyse doit étre effectuée sur des cellules vivantes.

- Le cotit : les réactifs du cymomeétre sont trés couteux.

- Absence détalons internationaux de fluorescence.

Principe de fonctionnement d’un CMF

Le principe de fonctionnement du cytometre repose sur
la détection et la quantification de lexpression d’anti-
geénes a la surface et dans le cytoplasme des cellules
vivantes normales et pathologiques.

Un cymometre en flux est un appareil complexe qui fait
intervenir plusieurs systémes. Il est composé de 03 sys-
témes qui sont : le systeme fluidique, le systeme optique
et le systéme électronique (figure 1).
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Figure 1 : Les principaux systémes du cymomeétre en flux.

Technique de la CMF

Les cellules expriment différents marqueurs qui peuvent
persister toute la vie ou au contraire apparaitre au cours
de la différenciation cellulaire ; les cellules vont acquérir
leurs fonctions définitives, ce qui va saccompagner d’'un
nouveau phénotype ; pour reconnaitre ces cellules on
utilise plusieurs AC monoclonaux qui reconnaissent les
clusters de différenciation (CD) destinés a déterminer le
type et le stade de maturation. La CMF est basée sur la
mesure de la fluorescence des cellules.

Les prélevements analysés par CMF en hématologie
sont le sang périphérique, les prélevements médullaires
(moelle osseuse), le suc ganglionnaire obtenu par ponc-
tion aspiration ganglionnaire ou par une trituration
aprés biopsie et sur dautres suspensions comme le li-
quide pleural, le liquide dascite, le liquide céphalo-ra-
chidien, le lavage alvéolaire).

La préparation de léchantillon pour immunophé-
notypage par CMF passe par différentes étapes : une
numération de léchantillon, un lavage du culot, une
perméabilisation membranaire en cas de marquage
intracytoplasmique et un marquage de surface par les
différents anticorps monoclonaux selon les panels pré-
définis pour chaque pathologie étudiée avec acquisition
et enregistrement sur le cymometre.

Lanalyse des données permet :

- Détudier l'aspect morphologique des cellules (figure 2-3),
- De cibler les cellules a étudier « Gate » (figure 4),

- De déterminer les zones négatives pour une meilleure
analyse (figure 5),

- De quantifier la positivité des fluorochromes, leurs
résultats sont exprimés en pourcentage,

- De préciser 'intensité de fluorescence,

- De déterminer le phénotype des cellules tumorales et
des cellules normales,

- Danalyser des populations minoritaires,
- De confirmer la monoclonalité des cellules malignes (figure 6).

» EL HAKIM

- De rechercher des marqueurs aberrants et des mar-
queurs d'immaturité.

1 = I
Zone négative Kappa ++
‘ f , by K
l - K '
' . ’.. - PO — [ | 'T_-' e
Figure 2 : Graphe de Figure 3 : Dot plot SSC/ Figure 4 : Dot plot FSC Figure 5 : Déternination  Figure 6 : Exemple dexpres-
densité FSC/SSC. CD45 non gating et SSC. des zones négatives. sion de la monoclonalité.

(Laboratoire hématologie CAC Blida)

Application de la CMF en hématologie

Actuellement la CMF en hématologie est devenu un ou-
til de travail incontournable et largement appliqué dans
plusieurs approches soit diagnostique, thérapeutique,
pronostique et dans le suivi de la maladie résiduelle ; et
cela pour une prise en charge adéquate.

Nous allons étudier application de la CMF en héma-
tologie tout en rapportant notre expérience dans ce
domaine. Notre plateau technique de cytométrie en flux
a été installé vers la fin de l'année 2006. Les premiéres
manipulations ont été effectuées sur un cymometre en
flux 04 couleurs, actuellement en plus de ce dernier on
manipule sur un cymometre en flux de 08 couleurs.
Actuellement, 'application de la CMF a un grand intérét
dans:

1. Le diagnostic

La CMF est largement utilisée en hématologie de rou-
tine pour poser un diagnostic précis dans les hémopa-
thies bénignes ou malignes.

+ Analyse des pathologies bénignes :

- Hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) -9 :
Lhémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) ou
maladie de Marchiafava-Micheli est une maladie rare,
acquise et chronique. Elle est liée a lexpansion clonale
d’une ou de plusieurs cellules souches hématopoiétiques
qui sont porteuses d’'une mutation acquise du géne PIG-
A, localisé sur le bras court du chromosome X (Xp22).
I en résulte un blocage de la synthése des molécules
d’ancrage de Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI), res-
ponsables de la fixation de nombreuses protéines a la
surface cellulaire. La CMF est la méthode de référence
pour le diagnostic d HPN car elle est la plus sensible et
la plus spécifique tant sur le plan quantitatif que qua-
litatif. Le diagnostic repose sur la détermination des
populations déficitaires sur au moins 02 molécules GPI
dépendantes a la surface des cellules. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de cellules négatives.

Depuis 2009 a 2017, nous avons effectués 118 immu-
nophénotypages par CMF a la recherche du clone HPN
dans l'aplasie médullaire. La CMF a conclu a une absence
de clone HPN dans 91 cas (77,2%) et a retrouvé un clone
HPN dans 27 cas (22,8%). La CMF a été déterminante
pour le diagnostic ' HPN dans sa forme aplasiante dans
22,8% des cas, rejoignant en cela les données de la litté-
rature. Les clones HPN sont diagnostiqués dans 10-45%
des aplasies, soit lors du diagnostic ou durant Iévolution
(tableau I et figure 7).

Tableau I : Répartition des clones HPN dans les AM.

Groupe (Réfs) %
Notre étude 22,8
Tunis Menif (congrés maghrébin 2011)® 45
SFH : Socie (Lancet 1996)® 30
French (Blood 1990) 10
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Figure 7 : Illustration par image de clone HPN sur globules rouges
(CAC Blida)

La CMF est une technique trés sensible et plus spéci-
fique que les tests traditionnels dans le diagnostic et le
suivi du clone HPN.

« Thrombopathies constitutionnelles :
La Thrombasthénie de Glanzmann est une anomalie
dlagrégation plaquettaire liée a un déficit quantitatif ou
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qualitatif de la GP IIb-IIla (récepteur du fibrinogene).
Le syndrome de Bernard Soulier est une anomalie par
défaut d'adhésion des plaquettes au sous-endothélium
vasculaire lié & un déficit quantitatif ou plus rarement
qualitatif en GP Ib-IX (récepteur majeur du FVW).

La CMF permet le diagnostic des anomalies quantitatives
des glycoprotéines plaquettaires en quantifiant précisé-
ment les glycoprotéines GPIIb, GPIb et GMP140 (P-sélectine)
ala surface des plaquettes, a [état natif et apres activation au
TRAP (Thrombin Receptor Agonist Peptide).

Les avantages de la CMF dans les thrombopathies :

- Il est possible de travailler sur des petits volumes de
sang total,

- Lanalyse est possible méme en cas de thrombopénie
sévere (contrairement a lagrégométrie),

- Elle permet de diagnostiquer aussi bien les sujets ho-
mozygotes que les sujets hétérozygotes,

- Elle permet de typer la thrombasthénie de Glanzmann.

« Analyse des hémopathies malignes
La CMF permet daffirmer le phénotype de la prolifération

qui peut étre soit lymphoide B- T- NK ou myéloide ou
monocytaire ou extra-hématologique. Elle recherche
la monoclonalité lymphoide B ou T par lanalyse du
ratio dexpression des chaines légeres et pour la lignée
lymphoide T, la monoclonalité mais qui reste difficile a
déterminer @.

- Les leucémies aigues (LA) © : La CMF est le seul exa-
men fiable qui permet d'affirmer la nature lymphoide ou
myéloide d’'une prolifération blastique, de classer en leu-
cémie aigue lymphoblastique (LAL) B ou T et en sous
classes les LAL et de différencier les leucémies aigues
myéloides (LAM) notamment la LAMO.

De janvier 2007 a décembre 2014, nous avons réalisé
425 typages de leucémies aigues (LA) par cytométrie en
flux dont 180 cas (42,4%) concernaient des leucémies
aigues lymphoblastiques.

La CMF a permis de déterminer le phénotype de LAL
selon les critéres ’EGIL dans 94,5% des cas typés : LAL
B (n=287) (48,4%), LAL T (n = 83) (46,2%), elle a conclu
a une LA indifférenciée dans 03 cas (1,6%) et était non
concluante dans 07 cas (3,8%) (figure 8).
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Figure 8 : Illustration par un cas de LAL : CD45-, CD19+, CD10+ et CD34+. (CAC Blida).

Tableau I1 : Comparaison des fréquences des LAL T avec la littérature.

Référence LALT %
Enfants Adultes

Blida 83 LAL T /170 cas 43,2 51,7

Alger CPMC 83 cas (10) 42,5 44

Allemande Ludwig (12) 13 24

Bellaoui (Maroc) : 100 cas (13) 63

Tunisienne : 30 cas (11) 26 -

Dans notre étude on note une fréquence élevée des LAL
T qui confirme les données d'une étude déja présenté en 2011 ;
elle rejoint les données de celles du CPMC Alger @ et du Ma-
roc ) ; paradoxalement les LAL T sont peu fréquentes
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dans la série allemande de Ludwig @ et de la série tuni-
sienne. La prédominance des LAL T dans notre série est
comparable a celle observée en Egypte 48%, en Palestine
60% et au Japon 50% par opposition a leurs fréquences
plus faibles en Europe (France : 20%, Angleterre : 14%)
et aux Etats Unis dAmérique : 14% (tableau II).

« Les syndromes lymphoprolifératifs chroniques (SLPC)

la CMF a une place prépondérante dans le diagnostic
des SLPC confirmant le diagnostic, en mettant en évi-
dence la monoclonalité de la lignée lymphocytaire (B :
rapport des chaines légéres Kappa et Lambda et T par
analyse de rapport CD4/CD8, trou phénotypique, lex-
pression d’un marqueur aberrant).

La CMF permet de définir le score de Matutes qui attribue
un score a chacun des 5 marqueurs suivants (tableau III).

Tableau I11 : Le score de Matutes.

» EL HAKIM

Antigéne (Ag) 1 point pour chaque Ag Si 0 point pour chaque Ag Si
CD5 Positif (+) Négatif (-)

CD23 Positif (+) Négatif (-)

CD22 (ou CD79b) Expression faible Expression non faible
FMC7 Négatif (-) Positif (+)

Ig de surface Expression faible Expression non faible

Une leucémie lymphoide chronique est défini par un
score total > 4. Des scores < 3 excluent une LLC (corres-
pondent & des LNH-B leucémisés).

La CMF permet aussi de déterminer le pourcentage et
Iintensité de la positivité des marqueurs monoclonaux
(figure 9).
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Figure 9 : Expression forte du CD5 et expression faible du CD20. (CAC Blida)

Dans notre étude, nous avons analysé 494 cas de SLPC.
Limmunophénotypage par cytométrie en flux a
conclu a : une leucémie lymphoide chronique (LLC)
dans 312 cas (63%), une leucémie a tricholeucocytes

12 cas (2,5%), un syndrome lymphoprolifératif
chronique en conversion leucémique (SLPC) dans 170
cas (34,5%) dont 157 cas (92,4%) sont de phénotype B
et 11 cas (6,5%) de phénotype T (figure 10).
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Figure 10 : Illustration par un cas de LNH Manteau. (CAC Blida).
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2. Thérapeutique

Depuis l'avénement de la thérapeutique ciblée, plusieurs
outils diagnostiques sont utilisés a la recherche de ces
marqueurs comme la CMF qui détermine des mar-
queurs permettant une thérapeutique ciblée comme
lanti CD 20 (SLPC, LAL B), anti CD30 (figure 11).
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Figure 11 : Expression du CD20. (CAC Blida)

3. Pronostic

La CMF recherche et évalue I'impact pronostique de
certains marqueurs membranaires comme lexpression
du CD38, le Zap70 dans les LLC et le CD44 dans les
LNH grandes cellules B.

4. Maladies résiduelles (MDR)
(Monitoring des cellules malignes)

La CMF permet de faire le suivi de certaines hémopa-
thies malignes en rémission complete en détectant pré-
cocement la réapparition des cellules malignes dans la
moelle osseuse avant méme la rechute clinique.

5. Numération cellules souches hématopoiétiques
(CSH) CD34+

La numération des CSH d'un greffon est obligatoire
pour assurer lefficacité de la greffe de cellules souches
hématopoiétiques (auto/allo greffe) en déterminant un
seuil minimum de CD34 pour engager la procédure.

Conclusion

En hématologie, des progreés considérables ont été faits
dans les domaines diagnostique, pronostique et théra-
peutique depuis l'avénement de la CMF. Ce qui fait de
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cette technique un outil remarquable et aujourdhui
indispensable dans lévaluation de toute hémopathie
maligne et quelquefois bénigne.
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