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Cas clinique

Patiente née en 1947 (66 ans) consultant a [I'hopital pour suivi d'une
polyneuropathie sensitivo-motrice demyélinisante symptomatique depuis 2009,
se dégradant de maniere rapidement progressive depuis juillet 2012

Prise de sang de « routine »

CYTOLOGIE SANGUINE

Globhules rouges 4.20 10"B/mm ™3 3.90-4.40
Heémoglokine 128 il 11.7-150
Hérmatocrite 28.0 %% 358-455
Yolume globulaire 90.5 fl g3.¢7-100.43
Yaleur globulaire 0.5 oo 27.9-333
Concentration movenne Hh 337 il .0-362
Eeéticulooytes 1.8 % NE-24
Féticulooytes abs 756 107 3/mm ™3 248-1103
Hémoglobine réticulocytaire 327 oo 28.0-35.0
Fraction réticulocytaire immature 53 % 1.1-154
Flaguettes 274 1073 /mm ™3 150 - 353
Yolume plaguettaire mowen 101 fl 94-125
Fraction plaguettaire immature - 0.8 A 1.1-61

Globules blancs + 1597 107 3/mm ™3 4k0-10.10
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Cas clinique
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Immunophénotypage
Score de Catovsky/Matutes (5pts)- Moreau (6pts)

Distinction entre les LLC-B et les autres syndromes lymphoprolifératifs B CD5+

LLC : 3-5 points
Autres : 0-2 points

Marqueurs Points

0) 1
CD5 Négatif Positif
CD23 Négatif Positif
FMC7 Positif Négatif
CD22/CD79%b Positif Négatif
IgS Modéré/Intense Faible
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Cas clinique
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Cas clinique

» Resultats Immunophénotypage:

Lymphocytes T : 17% ; pas d'expression phénotypique abérrante.

Rapport CD4/CD8 : 1.8

Lymphocytes T CD4+ :11 %

Lymphocytes T CD8+ : 6%

Lymphocytes NK: 1%

Lymphocytes B : 40% (6388/uL) ; 38% monoclonaux (6068/ul)

Immunophénotype des cellules lymphomateuses B : CD19+ CD5+ CD20 faible IgS A faible CD22- CD23+ FMC7- CD79b-
Score de Matutes : 5 points.

En conclusion, présence d'une population lymphomateuse B décelée dans ce prélevement compatible avec un
phénotype de LLC-B.

Un avis hématologique est recommandé.

Ces résultats doivent étre intégrés avec ceux de 'anatomopathologie, de la cytologie, de la génétique et de la clinique.



Criteres diagnostic LLC
owe | amws

1975 Classification RAI Stade 0: Lymphocytes = 15 000/mm3

IWCLL Lymphocytes = 10 000/mm3
+

Phénotype LLC-B ou Infiltration Moelle

Lymphocytes < 10 000/mm3
+

Phénotype LLC-B et Infiltration Moelle

1996 NCI Lymphocytes > 5000/mm3
+

Phénotype LLC-B




Utilisation de la cytométrie en flux
dans le diaghostic de LLC

Actuellement
> Cytomeétrie en Flux : 3 a 8 couleurs

Années 1990
Cytométrie en Flux : 2 couleurs

2507 B Stage A
"g 200 [ Stage B/C
%150' Recherche du minimal residual disease (MDR) (0.01%)
é 100 - et
= Faible pourcentage de cellules de phénotype LLC

w
o
1

04
1970-79 1980-89 1990-98

mmm) Guidelines IWCLL 2008
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Criteres diagnostic LLC
owe | amws

1975 Classification RAI Stade 0: Lymphocytes = 15 000/mm3

1996 IWCLL Lymphocytes 2 10 000/mm3
+

Phénotype LLC-B ou Infiltration Moelle

Lymphocytes < 10 000/mm3
+

Phénotype LLC-B et Infiltration Moelle

1996 NCI Lymphocytes > 5000/mm3
+
Phénotype LLC-B
2008 IWCLL Lymphocytes B > 5000/mm3

+
Phénotype LLC-B
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Cas clinique

* Immunophénotypage:

Lymphocytes T : 17% ; pas d'expression phénotypique abérrante.

Rapport CD4/CD8 : 1.8

Lymphocytes T CD4+ :11 %

Lymphocytes T CD8+ : 6%

Lymphocytes NK: 1%

Lymphocytes B : 40% (6388/uL) ; 38% monoclonaux (6068/pl)

Immunophénotype des cellules lymphomateuses B : CD19+ CD5+ CD20 faible IgS Afaible CD22- CD23+ FMC7- CD79b-
Score de Matutes : 5 points.

En conclusion, présence d'une population lymphomateuse B décelée dans ce prélevement compatible avec un
phénotype de LLC-B.

Un avis hématologique est recommandé.

Ces résultats doivent étre intégrés avec ceux de 'anatomopathologie, de la cytologie, de la génétique et de la clinique.



1975
1996

1996

2008

Lymphocytes B
Valeurs de réf: 100-500/mm3

Criteres diagnostic LLC

Classification RAI

IWCLL

NCI

IWCLL

Stade 0: Lymphocytes = 15 000/mm3

Lymphocytes 2 10 000/mm3
+

Phénotype LLC-B ou Infiltration Moelle

Lymphocytes < 10 000/mm3
+

Phénotype LLC-B et Infiltration Moelle

Lymphocytes > 5000/mm3
+

Phénotype LLC-B

Lymphocytes B > 5000/mm3
+
Phénotype LLC-B

v

Lymphocytoses B < 5000/mm3 avec monoclonalité ??
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Lymphocytoses B monoclonales
MBL

Condition asymptomatique caractérisée par la circulation d’une population
lymphoide B monoclonale <5000/mm3 dans le sang périphérique, I'absence de
signes cliniques ou de symptomes d’une pathologie lymphoproliférative B

Dans la majorité des cas, le phénotype des cellules B monoclonales est identique
au phénotype d’'une LLC

‘ Changement de classification pour patients LLC selon les critéeres de 1996 !



Pourguoi ne pas parler de LLC

dans tous les cas?

Women Men

General
Population 194 20.5
(n=1060)

Cancer patient

(n=2235) 18.7 | 18.6

CLL patients 16.8 17.8

(n=1482)

« Emotional Quality of Life » est moins
bonne pour les patients atteints de LLC
gue pour les patients atteints d’un cancer
(Shanafelt et al, 2007)

Alive and untreated
for CLL

754

Alive

50

Percentage of Patients

25

0 T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 B 5 6 7 B 9 10
Years since Diagnosis

Mo. at Risk
Untreated for CLL 185 176 165 152 142 134 111 74 42 i3 13
Overall survival 185 176 167 159 147 142 119 &1 48 2 22

Risque de progression en LLC nécessitant un

traitement est de 1 a 2%/ an

(Rawstron et al, 2009)



MBL

Detection of a monoclonal B-cell population in the peripheral blood with :
- overall kappa:lambda ratio >3:1 or <0.3:1
or

- greater than 25% of B cells lacking or expressing low level surface immunoglobulin

or
- a disease-specificimmunophenotype

Repeat assessment should demonstrate that the monoclonal B-cell population is stable over a 3-
month period

Exclusion criteria :
- lymphadenopathy and organomegaly

or
- associated autoimmune/infectious disease
or
- B-lymphocyte count >5000/mm3  Hiatus pendant 3ans....
or

- any other feature diagnostic of a B-lymphoproliferative disorder. However, a paraprotein
may be present or associated with MBL and should be evaluated independently

Marti et al.



CLL-like phénotype
= CLL-like MBL

Atypical phénotype
= Atypical MBL

Non-CLL-like phénotype
= Non-CLL-like MBL

MBL

CD5+ CD19+ CD20 faible CD23+ IgS faible

CD5+ CD19+ CD20 intense CD23- IgS
modérée/intense

CD5- CD20 intense IgS modérée/intense

Majorité
des cas

15-30%
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LLC
SLL

LLC-like MBL

Lymphocytes B dans Lymphadénopathie ou

sang périphérique hépatosplénomeégalie
>5000/mm3 OUl ou NON
<5000/mm3 Oul

<5000/mm3 NON

Lymphocytes B dans
sang périphérique

Lymphadénopathie,
hépatosplénomeégalie,

Infiltration médullaire,
CT scan positif

Lymphome non Hodgkinien > 5000/mm3

Atypical MBL

Non-CLL-like MBL

< 5000/mm3
< 5000/mm3

< 5000/mm3

OUl ou NON

oul

NON

NON
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Study Flow Cytometry Parameters Prevalence
Study Population Characteristics No. of Markers Assessed No. n:< CLL-Like Atypical Gh
Colors Event MBL and/or
\ Qu-CLL-Type MBL/
Yy 4 Shim et al™ N=11926 ‘(2 ) CD19 or CD20, NS N
2007 General populztion, US N’ CD45, COG, CO5
revaience
"z =
Rachel et al" N=5141 ‘ 2 ) C018, CD5; N3 < 0.14%, all ages; NS
2007 Blood donors. US N—rt extended panel on select A
) samples: CD2, CD3, CD4, T '
MESZ 17-7T0+ ¥rs CD7, CDB, CO10, CO14, 147%, = ?U‘],I'[S
CD20, CO23, «, &
P
Rawstronetal® | N =1,520 |/-I \ CD19, CD5, &, & 5= 105 5.1% 8%, non-CL|
2008 Healthy outpatients, UK
AQEssS2=RMyrn,
o . , . Ghia et al® N =500 4 CD5, G019, &, & =2x10F 0.6%, atypical CLL;
Q| 2004 i or "
11% des maladies hématologiques Health outpatents, Haly - 5.4% | 14%nonoLL
Ages: = 65 yrs
mali gnes Dagklisetaf | N=1725 5 / CD5.CD9,C020,x | <5x 105 5.2%
. 2009 General population, Haty %, =40y
0.02 2 0.06% Ages: 18-102 yrs
Nieto et aP N =608 8 CD3, CD&, CDA, CO10, =5x=10 | 12% 2.3%, non-CLL
2003 Heaithy outpatients, Spain CD13, G020, CO23, |
Aqes: 40-97 y1s CD45, COS6, x, 2, Bel2 [ 520%, > 60 yrs
M B L Rawstron et al? N =910 4 CD&, CD19, CD20, CD79b | =2 =105 3.5%, all ages; 1.0%, non-CLL
2002 Dutpatients ar ER patients with or 5.0%, = B0 yrs
normal blood counts, UK CD5, CO18, 2.
o/ X o) H Ages: > 40 y1s
0.14% a 13.9% en fonction de Ia
Rawstronetal® | N=2228 | 4 | CD19, CD5, &, & 5= 105 13.9% NS
. 7 . o 7 2|:||:|B - -
technique de détection utilisée I s |
Ages: 39-99 yrs |
. ’7 LI 4 T
et de la population étudiée
Pop Mowery et al, 2012

CLL-like MBL > atypical/non-CLL-like MBL

‘ Prévalence 100x plus élevée pour MBL versus LLC
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Prédisposition familiale

 Prévalence plus élevée chez individus issus de familles LLC

2002
<.uurm:1| blood counts, UK.~

Ages: = 40 yrs

CD5, CD19, %, 3

Study Flow Cytometry Parameters Prevalence
L —
= \
Study Population Characieristics No. of Markers Assessed No. of CLL-Like Alypical CLL
Colors Event: MBL and/or ’
ag-CLL-Type MB
Rawstron et al'® | N =59 4 CD5, CD19, CD20, CD22, NS
2002 < First-degree relatives of patients CO790, %, ., FMCT
it familial CLL, UK —
Ages: 2386 yrs
Rawstroneta? | N=210 4 CD5, CO19, CO:20, CO79b | =2 =108 ﬁh. all ages; 1.0%, non-CLL
Ouipatients or ER patients with LU < 5.0%, > 60 yrs

==) Rapport 4x

Mowery et al, 2012
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Prévalence augmente avec lI'age

Table 1. Frequency of all types of MBL and of CLL-like MBL jn-diHergnt age groups

Age group, y All individuals (AII MBL {%]) (:LL-uke MEL)%} @on—c:LL-nke MED(%]*
<40 403 7 7) 5)
40-49 235 6 (2.5) 4(1.7) 2 (0.9)
50-50 317 19 (6.0) 15 (4.7) 4(13)
60-69 355 a7 (10.4) 31 (8.7) 6(1.7)
70-79 264 34 (12.9) 24 (9.1) 10 (3.8)
=80 151 25 (16.5) 14 (9.3) 11(7.3)
Total 1725 128 (7.4) 80 (5.2) 39 (2.3)

*Includes CD5~ and atypical CLL-MBL.

Dagklis et al., 2009
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Prévalence 2X plus importante chez
I’"homme que chez la femme

wa 807 |
= o -
53 707 — _|
28 601
= & L
52 50 .
55 40t ]
8% 30t
3 : . :
gd 2.0 "Zj_H_ |
5
=2 104 ) fl S
E —
0 K=F ! . P
Agegroup| 40-49 | 5059 | 6069 | 70-79 | 80-89
|
Numberwim’|[l Male:|  5/132 3/103 5/88 5161 3/41
CLL cells
present/Total . Female:! /130 2/103 1/99 6/82 2

Prévalence MBL : ho:fe = 2.2:1

Rawstron et al., 2002

Prévalence MBL : 9.9% ho versus 5.5% fe
Prévalence CLL-like MBL : 6.7% ho versus 3.9% fe

Dagklis et al., 2009



Comparaison valeurs absolues

des leucocytes - lymphocytes

] Moo MBL heahhy
[ ML asbjeas

0 0.001-0.1 0.1-0.5 >0.5
CLL-phenotype cell numbers (cells x 10%/L)
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Clinical MBL versus Low Count MBL

Apres investigation d’'une lymphocytose ou
de lymphocytes atypiques au microscope:

- 15% des cas:

500-1900 cellules B monoclonales/pL
- 85% des cas:

> 1900 cellules B monoclonales/pL

Lors d’un screening de la population
(ex Nieto et al, 2009):
- 40% des cas:

-45% des cas:

- 15% des cas:
> 500 cellules B monoclonales /uL

CLINICAL MBL:

- lymphocytose B absolue accrue
- >90% de cellules B monoclonales

25



Anomalies chromosomiques
dans les CLL-like MBL

La majorité des CLL-like MBL ont une délétion 13q (facteur de bon pronostic pour la LLC)

B-cells with Délétion 13q | Trisomie 12 | Délétion 11q | Délétion 17p
CLL-phenotype

LLC 55% 16% 18% 7%
(Dohner et al, 2000) (178/325) (53/325) (58/325) (23/325)
MBL 100% 18% 2% 3%
(Shanafelt et al, 2009) (56/126) (23/126) (2/126) (4/126)
MBL 100% 21% 6% 3%
(Rawstron et al, 2008) (19/33) (7/33) (2/33) (1/33)
MBL without 18% 0% 0%
lymphocytosis (15/38) (4/22) (0/21) (0/10)
(Rawstron et al, 2008)

MBL in CLL families 25% 67%

(Lanasa et al, 2008) (5/9)

Low count MBL 0.4% 36% 8% 0% 0%

(Nieto et al, 2009) (16/45) (4/45) (0/45) (0/45)
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IGHV dans les CLL-like MBL

La majorité des CLL-like MBL sont hypermutés IGHV (facteur de bon pronostic pour la LLC)

B-cells with Cases with <98% | Predominant CLL- Similar
CLL-phenotype | IGHV homology | phenotype cell IGHV gene | to CLL
MBL 100% 18/20 3-07,3-23,4-34

(Shanafelt et al, 2009)

QesD
MBL 84/104(77%))  3-07,169,4-34,323  (YES)
CesD

(Rawstron et al, 2008)

MBL without 18/20(90%) 3-07, 3-23, 4-34

lymphocytosis

(Rawstron et al, 2008)

MBL in CLL families 25% 12/16 (75%) 3-07,4-34 YES
(Lanasa et al, 2008)

Dagklis et al, 2009 7% 36/51 (70%) 4-59, 4-61 NO
Low count MBL 0.4% 2/7 (29%) No CLL-associated NO

(Nieto et al, 2009)
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CLL-like MBL CLL-like MBL
Low Count

IGHV Répertoire différent a LLC Répertoire similaire a LLC

‘ Low Count MBL ne représenteraient pas un état préleucémique
contrairement aux Clinical MBL

28



Progression MBL en SLL/LLC

Le risque de progression d’une MBL en LLC/SLL est de 10% par an les 6 premieres

années et puis de 3% par an les années suivantes (median time to progresssion to
LLC/SLL: 55 mois)

(A)

100+

Prograsslon 1o CLL/SLL (%)
5 8 3

na
T

(=]
|

D 24 48 72 96 120 144 168 162 246 24D
Months Rossi et al, 2009

Aucun plateau n’a été identifié, suggérant que toutes les MBL progresseraient en
LLC si projection a long terme selon Rossi et al, 2009; alors que Marti et al, 2007

suggerent que les MBL peuvent aussi disparaitre spontanément ou rester stable a
long terme (low-count MBL).



Progression MBL en SLL/LLC
nécessitant un traitement

s |cLl-like MBL Atypical MBL | Non-CLL like MBL

Risque de 5-7% / an  Clinical: 1-2% / an Non défini Non défini
progression Négligeable
requérant un
traitement
Early stage CLL

CLL-like B-cells
B-cell count | B-cell count CLL-type MBL (low-count MBL.
>10 x10%L | 5-10 x 10°/L (GW) population MBL)

(10000/uL) | (5-10,000/uL)

Likely to require
treatment for
disease >50% 20-50% ~10% Negligible
progression in 10
years
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Table IIL. Variables at clinical MBL diagnosis predicting progression
to overt asymptomatc CLL/SLL."

Median

Facteurs prédictifs -

Events/™ (months) P

[ J
O u r ro re Ss I O n M B I Biological variables at diagnosis
IGHV homaology < 98% 3684 5745 0068

IGHV homaology = 98% 14121 313

Mon stereotyped HCDRS 34/81 554 151
e n Stereotyped HCDR3 15720 459

FISH Dohner

° Mormal/del13g14 37/82 575 117
+12/del17pl3 14/23 294
a Sy m pto m at I q u e CD38 < 30% 4192 5540 0-359
CD38 = 3006 13/27 4849
ZAFTD < X% 2B/58 4549 328
ZAPTD = 2P 18/39 698
CD4od < 30% 21/29 556 0607
CD49d = 30% 11/24 554
Clinical variables at diagnosis
Age < 70 years 33fa2 6l 5949
Age = 70 years 23/61 387
Female 27/63 522 398
Male 2060 275
MEH_H: lymphocyte count \
£1-2 % 1071 3121 1999 <0001
12-37 % 107/ 24/62 654
~~——37 x 1091 29/40 33—
BM lymphocytes < 3008 g L) 0586
BM lymphocytes = 30% 21132 528
Hb = 130 g/l 49/100 489 0308
Hb < 130 g/l 7123 575
Platelet count = 200 x 107/ 3R/83 (IR1] r6B6
Platelet count < 200 x 10°/] 18/40 5540
Beta-2-microglobulin < 25 mg/l  40/79 550 01945
Beti-2-microglobulin > 25 mgl  11/25 467
LDH = 480 U/l 54/111 550 31 r538

Rossi et al., 2009 LDH > 480 U/l 2/9 589




Facteurs prédictifs pour progression

MBL en LLC nécessitant un traitement

Time to treatment

n

C-statistic (SE) HR (95% CI)

Difference in
time to treatment,
P

(events)

Bcelicounti1vs 456 (51)
= 11 5 10%L

QALG = 12vs 456 (51)

< 12 x 109L

435 (48)
275 (22)
274 (35)

Favorable (normal, 13g—, +12)
Unfavorable (17p—, 11g—

0.64 (0.04)

0.62 (0.04)

0.64 (0.04
0.76 (0.05
0.72 (0.04
0.58 (0.04

M M ot

3.02 (1.74-5.23)

2.28 (1.31-3.97)

3.21 (1.82-5.70)
5.82 (2.48-13.66)
6.25 (3.03-12.5)
3.48 (1.51-8.01)

<001

003

=001

=.001

=001
o

Shanafelt et al., 2009
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Risque d’infection sévere

Early stage CLL

B-cell count | B-cell count
>10 x 10°/L 5-10 x 10°/L
(10000/uL) (5-10,000/uL)

CLL-tiie MBL

CLL-like B-cells
(low-count MBL,
population MBL)

Increase in relative
risk of severe
infection

5-fold

3-fold

No increase in risk
of infection




Risque de mortalité

Early stage CLL

B-cell count | B-cell count
>10 x 10°/L 5-10 x 10%/L
(10000/uL) (5-10,000/uL)

CLL-tiie MBL

CLL-like B-cells
(low-count MBL,
population MBL)

Overall survival
relative to the
general population

~20% reduction in ten-year
survival

10-20% reduction
in ten-year survival

No difference

100+

80+

601

40+

Percent Alive

201

45% |

CLL-type MBL n=362
CD5- MBL n=73
CD5+CD23- MBL n=44

0 2 4 6 8

I I
10 12 14

Years from Diagnosis Rawstron
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Examens au diaghostic

Diagnostic CLL-like MBL Atypical MBL | Non-CLL like MBL
Low count

Anamneése (symptomes?, histoire A faire A faire A faire
familiale?)

Examen physique (organomégalie?) A faire A faire A faire
Hémogramme A faire A faire A faire
Immunophénotypage A faire A faire A faire
Translocation t(11,14) / A faire /

CT scan / A faire A faire
Biopsie moelle osseuse / (sauf si cytopénie) A faire A faire
Facteurs pronostics (IGHV, ...) / / /

I

Si infiltration médullaire ou t(11,14):
Classification en Lymphome non-Hodgkinien
35



Suivi des VIBL

CLL-like MBL CLL-like MBL Atypical MBL /
Low Count Non-CLL like MBL

Suivi

Fréquence

Anamnese
(symptomes?) +
Apprendre au patient
a identifier la
survenue de
symptomes

Examen physique
Hémogramme
Immunophénotypage

CT scan

Facteurs pronostics

Médecin généraliste

Pas d’indication de
monitoring

A faire

A faire
A faire (1x/an)
/
/

Pas assez de données

Hématologue

Annuel

A faire

A faire

A faire (tous les 6-12 mois)

A faire

/

Pas assez de données

Hématologue

3 a 6 mois (si phénotype LNH agressif)
12 mois (si phénotype LNH indolent)

A faire

A faire
A faire (tous les 6-12 mois)
A faire

A faire (au moins tous les 6 mois si
LNH agressif)

Pas assez de données
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Classification WHO

 Pas de code actuellement; CLL-like MBL sont groupés dans le code LLC
* Probleme éthique....

— préts bancaires-assurances: il vaut mieux classer en lymphocytose
— remboursement du monitoring: il vaut mieux classer en LLC

mmmmm) Importance d’un code dans la classification WHO



MBL en transfusion

* Transfusion
— Peu d’implication
— Prévalence faible chez les donneurs de sang (population assez jeune)
— Produits sanguins irradiés ou déplétés en leucocytes (Cerhan et al, 2001; Castillo et

al, 2010)
Study Flow Cytometry Parameters Prevalence
Study Population Characieristics No. of Markers Assessed No. of CLL-Like Atypical CLL
Colors Evenis MBL and/or
Non-CLL-Type MBL
Shim et al'™ N=123926 @ D13 or GD20, NS 0.6% NS
2007 General population, US GD45, CD3, GD5
Ages: 40-76 yrs
__ ee—
Rachel et al"t N=5141 ( 2 ’ CD18, CD5; N3 <. 0.14%, all i ;) N3
2007 Blood donors, US ::Tn:'“lf:?' gsge'ciﬂsfggf“ 0.93%, = 65 yTs;
Ages: 17-Ti4+ yrs I:D?p_ CO8. Elfl1lf: Co14. 1.47%, = T yrs
CD20, CD23, &, &

* Transplantation de cellules souches

— Implication plus compliquée en cas de transplantation d’un patient atteint de LLC
(surtout si donneur issu d’'une famille LLC)

— Exclure si possible donneurs avec clinical MBL pour minimiser le risque de transfert de
cellules B monoclonales

— Ethique: Que faire en I'absence d’autres options thérapeutiques ou d’un autre donneur
compatible???? Analyser le rapport risque/bénéfice d’utiliser un donneur MBL au cas

par cas....
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En pratique au laboratoire

 Typage hématopoiétique a ajouter par le biologiste quand:
— Lymphocytose > 5000 / mm3 non connue
— Lymphocytes atypiques a la formule microscopique
— Présence de débris cellulaires type ombres de Gumprecht

— Inversion de formule marquée sans contexte clinique (infection, chimio,...)
principalement chez une personne « agée »

‘ Feuille de travail « Lymphocytose suspecte »



[ ] [

Nom:. ..o

« Indication : Lymphocytose suspecte/ Typage lymphocytaire Prénom -

-prélévement:SANG  [JHép. [JEDTA  LyseWash oUT[ ]

«GLBL ... cell/ul Preseript. o ...

= Ated S données comp e ment. -

Tubes:

[JDR(F) - CDS8(PE) — CD4(Percp)— CD56 (PCT7)— CD3 (Apc)

Suite
% D 122(F) —cDPi11c (PE)-CD34 (Percp)— CD117(PC7)- CD33 (Apc)— CD14 AH7 — CD2(V450) —CD45(V500)

T:CD1.CD2,CD3+TCR gf etyd. CD4 +CD45R0/ CD45RA,
CD5,CD7,CD8,CD25 ... B:CD10, CD1%, CD20,CD21, CD22,
CD23, FMC7,.CD7%, CD24, CD200, CD180, CD43, HLADR,
CD138 .. NK: CDI16,CD36, CD57 ... Myélo/Mono :CD13,
CD14, CD15. CD33 ... Progeniteurs : CD34, CD117 Autres:
CD30, CDw635, CD11b, CD11c CD38, CD45, CD103. . Fix&Perm -
CD13, MPO, CD3, TDT. CD22,CD7%a, IgM ...

] EMC7(F)-CD79(PE) [ ]CD2(F)-CD23 (PE)

Indication :

Ccl:
e < LA
Ly. T Yo L UK
Ratio CD4/CDS :

“lv. B
Ly*cvtoseBmonocl ;... /ul
%CD14:
%CD34/CD117 :
Pas d’anomalie phén :[] OK
Phén. Pop. Anormale:

Val. Ana. :
Wal. Med. -

Comment. Cvtologie/autre :
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En pratique au laboratoire

 Typage hématopoiétique a ajouter par la biologiste quand:
— Lymphocytose > 5000 / mm3
— Lymphocytes atypiques a la formule
— Présence de débris cellulaires type ombre de Gumprecht

— Inversion de formule marquée sans contexte clinique (infection, chimio,...)
chez une personne « agee »

‘ Feuille de travail « Lymphocytose suspecte »

 Typage hématopoiétique sur demande d’un médecin prescripteur

mm) Feuille de travail « Lymphome LNH »



[l ] O

. indication: Lymphome/LNH MCL /LNH folliculaire/ LLC ;Irc;ilo:m
Prélévement:  SAN(] [ Hep. EDTA LyseWasH_|oul D.N.
GLBL ;. ... cell/ul Preseript. - ... Jour- ...

Ated / donmnees ComPlommetl. &

] HLA-DR (F) — CD8 (PE) — CD4(Percp) — CD56 (PCT)

— CD3 (Apc)

] Kappa(F) - Lambda(PE) — CD.._(Percp)— CD19(PC7) — CD5(Apc) — CD10(AH7) — CD20(V450)— CD45(V500)

Matutes .
[JcD22(F) - CD1ic(PE) Surface 0 1 Pomts
EL Tiod | Imichse Taible
Scoring MATUTES : €D23 - +
. FMCT + -
— ¥ _ ¥
D FMCT (F) CD23 (PE) CD2 (V450) ChEm, — Negea Faible

Score =4 enfaveurde LLC

] cDs(F)

Facteurs pronostiques LLC :

[]cps2 (FITC) —CD38(PE) —CD19(PC7) —CD5 (APC) —CD49d (AHT)

MRDLLC:

— CDI180(PE)— CD79b (PepCy5.5) — CD200(APC) — CD19(PC7) — CD43(AHT)

[ ] CD5(F) —CD81(PE) —CD79%b (PepCy5.5) —CD19 (APC) —CD22(PC7)—-CD43 (AH7) —CD2(V450)-CD45(V500)

Indication:

Ccl
Ly . T: % U OK
Ratio CD4/CD8 -

%CD4 - . .
%lNE .
“lv. B - .
Ly*cytose Bmonod - ..., /ul
%CD14:
% CD34/CDI117 : e d
0K

Pas d’anomalie phén - [ OK
Phén. Pop. Anormale:

Val. Ana. :
Wal. Med. :

Comment. Cvtologie/autre :
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En pratique au laboratoire

* En cas de population monoclonale, il faut caractériser la population:

— Margueurs supplémentaires

sAc= [
e Score de Matutes
Matutes .
Surface Pomts
* Nouveaux marqueurs (CD200, CD180, CD43) 0 L
K/L Mod / Intense Faibla
CD5 +
Scoring MATUTES : CD13 -
[] FMC7 (F) — CD23 (PE) — CD2 (V450) FMCT - -
CDI2T%h + Neégaus/ Faible
— . Score =4 enfaveur de LLC
D CD5(F) | CDI180(PE)- [CD79b(PepCy5.5) |- CD200(APC) |- CDI19(PCT) | CD43(AHT)
CD20 | CD5 | CD10 | CD23 | FMCT CD25 é!g C‘,-'Cll'r‘le BCLe | CD43 | CD180 | CD200
cD22 CD103 D1
CD1lc
CLL + + + Faible/- faible faible | faible | +
MCL + + - + + + + faible
FL + + -1 + + + -
DLBCL | + Al + + +4 - -#
PLL + -1 - - + - + -2 faible | +/-
MZL | + e + +/- ¥ - w |+ -
HCL + + + + faible!*
HCLy | + + faible | + faible!?
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En pratique au laboratoire

» Protocole Immunophénotypage:

Lymphocytes T : % ; pas d'expression phénotypique abérrante.
Rapport CD4/CDS :

Lymphocytes T CD4+: %

Lymphocytes T CD8+ : %

Lymphocytes NK: %

Lymphocytes B: % (...../uL) ; % monoclonaux (.../ul)
Immunophénotype des cellules lymphomateuses B :

Score de Matutes :

En conclusion, présence d'une population lymphomateuse B décelée dans ce prélevement compatible avec un
phénotype de.......................

ou
En conclusion, présence d'une population lymphomateuse B décelée dans ce prélevement compatible avec un
phénotype de ..................... :
LLC-Like MBL versus SLL (cfr. clinique)
atypical MBL versus LNH (cfr. clinique)
non-LLC-Like MBL versus LNH (cfr. clinique)

Un avis hématologique est recommandé.
Ces résultats doivent étre intégrés avec ceux de 'anatomopathologie, de la cytologie, de la génétique et de la clinique.
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CH (CAilad Lg.

de Liege

Merci pour votre attention...
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CD20 | CD5 | CDL10 | CD23 | FMCT cD2s | 5lg Cycline | BCL6 | CD43 | CD180 | CD200 | CD81 LAIRL
CDh22 CD103 D1
CD11c

CLL + + - + Faible/- | - faible | - - faible | faible | + += +=haon
mauvais | pronostigue
pronostic

MCL | + + - - + - + + - + faible | -

FL + - + -1 + - + - + - -

DLBCL | + - -2 + + - +4 - -5

PLL + -T |- - + - - - - -2 faible | +/-

MZL + - - 8 + +/- + - - 10 + -

HCL + - - - + + + faible!* | - -

HCLy | + - - - + faible | + faible!? | - -

1+ dans 10-25%

{4+ =GCH et BCLE+

3+ dans 10-25%

4550% des cas

3+ dans <50% des cas,,, surtout non-GCB, associé & un pronostic défavorable

* + dans médiastin

T +dans<25%

%+ dans <50% des cas

®+ dans 10-25%

10 dans splénique mais parfois + dans nodal et extranodal

11:50% des cas
12 .50% des cas




Code de remboursement| Bso0 B400 B200
HEM 1 12 5
LEUA 1 25 5
Immunodéficience (cong/Acq) s
T B_NK

PNH 2

CD34 (num cellules souches) 1

Ambu/h ::rsp| $S traitant
BS00 (EUR) 4,08 | 16,31
BA0O (EUR) 3,26 | 13,05
B200 (EUR) 1,62 | 6,52

= Ly suspecte 11 margueurs =

Ambu/h ::rsp| SS traitant
36,68 | 146,81
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Cas cliniques




1¢ Exemple: Ho, 18/06/1952

CYTOLOGIE SANGUINE

Glohules rouges 498 1076/mm ™3 4.20-5.K0
Hemoglokine 145 ofdl 133-17.2
Heérmatocrite 424 ] 39.5-500
Yolume globulaire a6.1 fl 83.7-100.8
Yaleur globulaire 291 o 279-333
Concentration movenne Hh 338 ool N.0-362
Eeéticulooytes 0.7 %4 nE-24

Féticulocytes abs 34.4 1073/ mm™ 3 24.8-110.3
Heémoglobine réticulocytaire 1.6 o 28.0-35.0
Flagueties 228 10" 3mm ™3 160 - 353
Globules blancs 7.98 1073 mm ™3 460-10.10

FORMULE LEUCOCYTAIRE
FORMULE MICROSCOFE

Meutraphiles 48.7 % 422-711.0
Lyrmphooytes 429 4 175-435
Présence de nombreux débris cellulaire. Cfr immunophénotypage.

bonocytes £g A E9-135
Eosinophiles 2h A nz-74

Basophiles - 0.0 A n1-11

Meutrophiles abs 3.89 1073 mm ™3 220-k.10
Lymphocytes abs 3.4z 1073 mm ™3 1.10-3.70
tonocytes abs 0.47 1073/ mm ™3 0.30-1.10
Eosinophiles abs 0.20 10" 3mm ™3 0.00-0.50

Basophiles abs 0.00 1073/ mm ™3 0.00-0.10









SSC-A

Lambda PE

1000 10°

800
107+
I~
600 £
o
o 10
a
400 Q
10’.] .
200 -
; . A (1) | A (1) 15,63%
0 200 400 600 800  100C 10° 101 107 10°
CD5 APC
1GJ a3 = N ry y . - 3 ] I\I-l'-l'-! N S |_|||l.u.n.4 1 I
B-+ (1) : 3,22%] [B++ (1) : 0,85% 5+ (1) : 1,46%) B+ (1) 2 2,24%)
102 102
Lot
a
n
101 3 10
E
v
_—
‘H]G 10[} 1
3,77% 3 (B+- (1) : 2,16% ;
10° 10" 102 10° 107 10" 102 10°

CD20 V450 Kappa FITC



CD11c PE

FMC7 FITC

10

A++ (1) : 65,32%]

10?

IU:l L

B T T 1
CD22 FITC

10°

10°

A+- (1) : 23,67%)
10° 10' 102 108
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CD23 PE

CD79b PerCP
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10°

{A+- (1) : 25,93%)
10° 10° 102 10°
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10¢
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10!

107

10° o 10 10°
CD19 PC7



COMMENTAIRE

Indication Fresence de dehris cellulaire.

Antigenes recherchés wolr cli-dessous
co4, Chs, CDz, CD:, CDZ2, CDl1%, CDh20, CDhzz, CD10, CDh2z2, CD7SL,
FMC7T7, =IgKappa, =IglLambda, CDS&, CD45, CDl1lc, HLADR, CD180,
CD200, CD43

Conclusian
Lynmphocytes T : 15 % ; pas d'expression phénotypique abérrante.
Rapport CD4/CDE : 2.00
Lymphocytes T CD4+ @ 10 %
Lymphocytes T CDE+ @ 5 %
Lymphocytes HE @ 5 %
Lymphocytes B @ 36 %F; 34 §F monoclonaux.
Lynphocytose des cellules lyvmphomateuses B 2
L'immunophénotype des cellules lymphomateuses B @ CD1%+ CD5+
CD23+ CD200+ CD43+ CD20 faible CD22 faible IgS5- FMC7- CD75b-
ChE81-.
Score de Matutes @ 5 points.
En conclusion, présence d'une population lymphomateuse B
décelés dans ce prélévement compatible avec un phénotype LLC
LLC-1ike MEL wversus SLL (cfr. clinigue).
Un avis hématologigque est recommands,
Cez résultats dolvent étre intégrés avec ceux de
1'anatomopathologie, de la cytologie, de la génétigue et de la

clinigue.
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2¢me Exemple: Fe, 06/05/1930

CYTOLOGIE SANGUINE

Globules rouges 410 1076/ rmm ™3 3.90-4.490
Hemoglobine - 114 ol 11.7-15.0
Hematocrite - 345 % 3h8-455
YYolume globulaire a4.1 fl a3y -100.48
“Yaleur globulaire - 278 [als 27.8-333
Concentration moyenne Hb 33.0 ool 31.0-36.2
Flaguettes 2 10" 3mm™3 1R0- 353
Globules blancs B.34 1073 /mm ™3 4k0-10.10

FORMULE LEUCOCYTAIRE
FORMULE MICROSCOFE

Meutrophiles - 173 % 42.2-71.0
Lymphooytes +  Bha.1 % 17.65-435
Frésence de débris cellulaires, cf. immunophénotypage.
hMonocytes 10.0 * F9-13%
Ecsinophiles - 0.0 % ne-74
Basophiles + 1.8 “a 01-11
Lymphooytes actives + 1.8 A 0.0-0.0
Mormohblastes + 09 % 0o-00
Meutrophiles abs - 110 1073/ mm ™3 2E0-6.10
Lymphocytes abs + 438 10" 3mm™3 1.10-3.70
bonocytes abs 0.63 107 3/mm ™3 0.30-1.10
Easinaphiles abs 0.00 1073/ mm ™3 0.00-050

Basophiles abs + 011 10" 3mm™ 3 0.ao-010
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COMMENTAIRE

Indication lreversion de FHL.

Antigenes recherches volr cli-dessous
cp4, Ccps, CD3, CD5, CD2, CD15, CD20, CD2Z3, CD10, CD22Z, CD739b,
FMC7, =sIgFappa, sIgLambkda, CD5Se, CD45, CDl1lc, HLADR

Conclusian
Lymphocytes T : 27 % ; pas d'expression phénotypigue abérrante.
Rapport CD4/CDE : 2.00
Lymphocytes T CD4+ : 18 %
Lymphocytes T CDE+ @ 9 %
Lymphocytes NK @ 7 %
Lymphocytes B : 55 %; monoclonaux.
L' immunophénotype des cellules lymphomateuses B : CD1%+ CD20
intense CD5+ CD22 faible FMCT7+ CD7S%b+ CD23+
Lyvmphocytose des cellules lymphomateuses B @ 3487 /nl
Score de Matutes : 2 points.
En conclusion, présence d'une population lymphomateuse B
décelée dans ce prélévement compatible avec un phénotype de
lyvmphome de type manteau ou zone marginale : atypical MEL
versus LNH. (cfr. clinique).
Un avis hématologigue st recommands.
Ces résultats doivent &tre intégrés avec ceux de
1" anatomopathologie, de la cytologie, de la génétigue et de la
clinigque.
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3eme Exemple: Ho, 09/02/1929

CYTOLOGIE SANGUINE

Glohules rouges - 167 107BAmnm ™3 4.20-5.K0
Hemoglokine - bA gl 13.3-172
Heérmatocrite - 184 T 395-500
Yolume globulaire + 1102 fl d3.7-100.8
“aleur globulaire + 38.3 [al¥ 27.9-333
Concentration movenne Hhb 348 ool N.0-362
Eeéticulooytes + 3.0 S NE-24

Féticulocytes abs 497 1073/mm”™3 248-1103
Heémoglobine réticulocytaire + 393 [al¥ 28.0-35.0
Flaguettes + 460 107 34mm ™3 160 - 353
Globules blancs + 10.61 1073 /mm”™3 4k0-10.10

FORMULE LEUCOCYTAIRE
FORMULE MICROSCOPE

Meutraphiles - 274 % 42 2-71.0
Lyrmphooytes + h37 % 17.5-435
Cf. immunophénotypage.

bonocytes A i F9-135
Eosinophiles - 0.0 S 02-74

Basophiles + 1.8 %% 01-11

Meutrophiles aks 291 1073 /mm”™3 220-6.10
Lymphocytes abs ++ b.76 1073/ mm”™3 1.10-3.70
tonocytes abs 0.75 1073/mm”™3 0.30-1.10
Eosinophiles abs 0.00 1073 mm ™3 0.00-050

Basophiles aks + 019 1073/ mm”™3 0.00-0.10
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COMMENTAIRE

Indicatian Lymphooytose suspecte.

Antigenes recherchés voIr cl-dessous
cb4, CDE, CD3, CD5, CD18, CD20, CDl10, CD2Z2, =IgKappa,
2lglLambda, CDSe, CD45, CDllc, HLADR

Conclusion
Lymphocytes T : 75 % ; pas d'expression phénotypique abérrante.
Rapport CD4/CDE8 inversée : 0.1%
Lymphocytes T CD4+ :@: 12 %
Lymphocytes T CDE8+ augmentée : 62 %
Lynmphocytes HE @ 2 %
Lymphocyte=s B @ 2 3; 1 3 monoclonaux.
L'immunophénotype des cellules lymphomateuses B : CD18%+ CD20+
Ch22+ CDS5S+ CD10-.
Lymphocytose des cellules lymphomateuses B : 106 / npl
En conclusion, Population lymphoide T CD3+ CD8+ augmentée,
habituellement réactionnelle, =t présence d'une population
1lymphomateuse B décelée dans ce prélévemsent non typigue d'une
entitcé : atypical MBL ver=sus LNH (cfr. clinidque).
Ces résultats doivent donc &tre intégrés avec ceux de la
sérologie, de la cytologie et de la clinigue.



