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Immunophénotypage : 

technique et applications en biologie

L’immunophénotypage par cytométrie en flux (CMF)
permet d’étudier à haut débit, par immunofluores-
cence, toute préparation cellulaire en suspension et en
premier lieu le sang. 

Les antigènes exprimés par une cellule (« CD » : Cluster
of Differentiation) permettent de la caractériser à l’aide
d’anticorps couplés à des fluorochromes. Certaines
structures cellulaires peuvent également être mises
en évidence directement, sans anticorps. 

Aspects technologiques 
L’immunophénotypage est le plus souvent réalisé sur un prélè-
vement sanguin mais peut l’être également sur de la moelle
osseuse, des liquides d’épanchements divers, du LCR, ou sur
toute suspension cellulaire, sous réserve des contraintes de
conservation des cellules dans ces divers milieux. 

L’échantillon est mis en contact avec un panel d’anticorps
adapté à la pathologie recherchée, marqués par des fluoro-
chromes. Différentes étapes de lyse des hématies, de per-
méabilisation peuvent être mises en œuvre. Le cytomètre
dispose d’un système de fluidique permettant l’alignement des
cellules dans un liquide de gaine, et leur passage une par une
devant des lasers et des détecteurs de fluorescence (photo-
multiplicateurs). Classiquement, quelques dizaines à quelques
centaines de milliers de cellules sont analysées pour chaque
échantillon. 

Les cytomètres actuels de routine permettent de détecter
jusqu’à 10 fluorescences ou « couleurs » différentes, auxquelles
s’ajoutent la taille et la structure pour chaque cellule analysée.   

Des logiciels permettent l’exploitation de ces nombreuses
données sous formes de graphiques ou cytogrammes repré-
sentant l’intensité de fluorescence des cellules pour chaque
paramètre. Les profils d’expressions permettent l’identifica-
tion des sous-populations cellulaires d’intérêt.

Exemple d’un cytogramme conditionné sur les lymphocytes :
les cellules B sont CD19+ et CD3- ; les cellules T sont CD3+ et
CD19- ; les cellules NK sont CD19- et CD3-.

Applications en immunologie
La quantification des sous-populations lymphocytaires san-
guines permet d’explorer l’immunité cellulaire, avec un dé-
compte des cellules B (CD19+), T (CD3+), et NK (CD16+ et/ou
CD56+). 
Au sein des cellules T, peuvent être distingués les T helpers
CD4+ (en particulier dans le suivi des patients séropositifs pour
le VIH) et les T cytotoxiques CD8+. 

La cytométrie en flux est également utilisée en allergologie
pour l’étude de l’activation des polynucléaires basophiles en
présence d’un allergène donné. 
D’autres applications très spécialisées existent en immunologie
(lymphocytes T régulateurs, activation des monocytes…).

Applications en hématologie maligne
L’immunophénotypage est un élément clé du diagnostic des
hémopathies malignes, en particulier pour les syndromes
lymphoprolifératifs et les leucémies aiguës. Il s’articule dans
une démarche multi-disciplinaire avec la cytologie, la cytogé-
nétique, la biologie moléculaire, l’anatomo-cyto-pathologie…



43Focus

Autres hémopathies : 

La dyshématopoïèse peut être mise en évidence par des pro-
fils d’expressions qui diffèrent des cellules normales. L’im-
munophénotypage est en plein développement dans le
domaine des syndromes myélodysplasiques, avec l’essor de
l’analyse multi-paramétrique et l’apparition d’innovations in-
formatiques permettant l’analyse de ces données complexes. 
Dans le contexte du myélome, la CMF permet d’identifier les
plasmocytes pathologiques (leur proportion est un élément du
diagnostic différentiel entre myélome et MGUS) et d’établir
leur clonalité.

Il est à noter que la cytométrie en flux n’est pas utile au diag-
nostic des néoplasies myéloprolifératives.

Suivi, évaluation de la réponse au traitement
Dans les leucémies aiguës lymphoïdes, la persistance de cel-
lules malignes après traitement (maladie résiduelle ou MRD :
minimal residual disease) est un facteur de risque de rechute.
La sensibilité de la cytométrie est généralement équivalente à
celle de la biologie moléculaire, jusqu’à 10-5 cellule. Ces ap-
plications sont néanmoins réservées aux protocoles cliniques
et nécessitent une prise en charge technique du prélèvement
particulière et sans délai.

Dans le contexte des syndromes lymphoprolifératifs, la sensi-
bilité en suivi est de l’ordre de 0.1 à 1% (10-3 à 10-2) et l’indica-
tion de cet examen doit être posée selon les recommandations
particulières à chaque pathologie. 

Autres applications en hématologie 
Evaluation de la réponse aux anti-agrégants de la famille
des thiénopyridines (clopidogrel, ticlopidine) par l’étude de
la phosphorylation de la protéine VASP.

Diagnostic de la sphérocytose héréditaire ou maladie de
Minkovski-Chauffard : le test à l’EMA (éosine 5’maléimide)
permet un screening rapide, sensible et spécifique des 
patients en amont de tests comme l’ektacytométrie. 

Recherche d’un clone « HPN » (hémoglobinurie paroxystique
nocturne) : perte d’expression d’antigènes dépendants
d’une ancre GPI (glycosyl-phosphatidylinositol), comme
CD55 et CD59 et d’autres marqueurs, sur les hématies
et/ou les leucocytes.

Diagnostic d’une hémorragie foeto-maternelle : il existe en
CMF des équivalents du test de Kleihauer (recherche 
d’hématies fœtales dans le sang maternel).

Immunophénotypage

Applications diagnostiques
Syndromes lymphoprolifératifs B : 

La clonalité des cellules B est mise en évidence par un déséqui-
libre du ratio d’expression des chaînes légères d’immunoglo-
bulines kappa et lambda (normalement de 2/3 kappa pour 1/3
lambda). 

Certaines expressions spécifiques orientent le diagnostic :
CD10+ dans les lymphomes folliculaires, CD5+ dans la leucémie
lymphoïde chronique (LLC) et le lymphome du manteau, triple
expression de CD103, CD11c et CD25 dans la leucémie à tricho-
leucocytes… 

Le diagnostic de la LLC repose sur le calcul du score de Matutes
ou de Moreau : 

Un score élevé (4/5 ou 5/5) correspond à une LLC, les autres
syndromes lymphoprolifératifs ayant un score inférieur ou égal
à 3/5.

Syndromes lymphoprolifératifs T et NK : 

Le diagnostic de ces pathologies est plus complexe et nécessai-
rement multi-disciplinaire. La clonalité des cellules T peut être
appréhendée en CMF par l’étude du répertoire V-beta du TCR,
à la recherche de l’utilisation sélective d’une sous-famille. La
perte d’expression d’un antigène pan-T ou « trou phénotypique »
est également un argument en faveur de la malignité. 

Leucémies aiguës : 

La CMF permet de confirmer la nature blastique des cellules
par l’expression de marqueurs d’immaturité, et de déterminer
leur lignée : lymphoïde B, T, ou myéloïde, dont va dépendre la
prise en charge thérapeutique. C’est également une technique
cruciale pour le diagnostic de certaines entités rares (leucémie
à cellules dendritiques, biphénotypique, peu différenciée…).  

Marqueurs principaux

Lignée lymphoïde B
CD19, CD20, CD22, chaînes

d’immunoglobulines lourdes
et légères

Lignée lymphoïdes T (et NK) CD3, CD5, CD2, CD7,
CD4/CD8, TCR (CD16, CD56)

Lignées myéloïdes MPO, CD13, CD33, CD117

Marqueurs d’immaturité CD34, CD45 faible, CD38,
HLA-DR

1 point 0 point

Chaîne légère faible ou 
négative en surface

Chaîne légère d’intensité
normale

CD5+ CD5-

CD23+ CD23-

FCM7- FMC7+

CD79a (Moreau) ou CD22
(Matutes) : - ou faible 

CD79a+ ou CD22+



En pratique… 

Joindre aux tubes : 

dans tous les cas, le résultat de la dernière numé-
ration formule sanguine :
pour le calcul du taux en valeur absolue de CD4 et des autres
sous-populations lymphocytaires pour l’interprétation biolo-
gique et la quantification du clone dans le contexte des 
hémopathies malignes.

pour les typages complets : 
renseignements cliniques : contexte dysimmunitaire ?

hémopathie connue ? traitée ? suivi d’un traitement par 
Tysabri* ou Rituximab* ? ...

diagnostic suspecté : permet de choisir les marqueurs
les plus pertinents,

lames non colorées pour l’examen cytologique, souvent
indispensable au diagnostic.
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Examen Cotation Marqueurs testés

T4 T8 B80 CD45, CD3, CD4, CD8

Lymphocytes B CD19+ HN CD45, CD19

Lymphocytes NK HN CD45, CD16, CD56

Phénotypage à la recherche
d’une hémopathie maligne

B300 Par défaut : panel complet « lymphoïde » : étude des sous-populations B,
T et NK, clonalité des cellules B (kappa/lambda), recherches d’atypies
phénotypiques des cellules T (CD4/CD8, trous phénotypiques) 

En cas d’indications particulières : 
Recherche et caractérisation des blastes pour les leucémies aiguës 
Caractérisation des plasmocytes dans le contexte du myélome (sur moelle
osseuse uniquement)

L’immunophénotypage analysant des cellules fraîches, les échantillons doivent être acheminés le plus rapidement 
possible et à température ambiante. 

NB : Il existe un bon de demande spécifique aux hémopathies malignes disponible sur www.biomnis.com > analyses > bons de de-
mande - attestations - autres documents pratiques.

Lauren Rigollet, département cytologie et immunophénotypage
Biomnis



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


