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Lyric™ (BD Life Sciences)

Stratégie de fenétrage par exclusion

MONO BIS

| L'objet de cette stratégie de fenétrage est d'isoler les

iMO

monocytes au sein du sang périphérique pour quantifier
les 3 sous-populations monocytaires [monocytes
classiques (MO1 ou cMO), monocytes intermédiaires
(MO2 ou iMO) et

] en excluant les autres populations circulantes

L qui pourraient se superposer aux MO3, notamment les
: o cellules NK.

MO
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Lyric™ (BD Life Sciences)

SSC

CYTHEM-LMMC

1) Sélectionner les cellules vivantes en excluant les débris
cellulaires sur les parametres morphologiques.

Faire attention a ajuster le réglage du parametre SSC de
facon a discriminer au mieux les lymphocytes (et plus
particulierement les cellules NK) et les monocytes

(les polynucléaires ne sont pas pris en compte dans I'analyse
et peuvent étre éliminés).
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CYTHEM-LMMC

Lyric™ (BD Life Sciences)

CELLS

2) Sélectionner ensuite les singulets.

FSC PEAK

100 50 200 250

FSCINT
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CYTHEM-LMMC

Lyric™ (BD Life Sciences)

e e SINGLETS .

3) Sélectionner grossierement les monocytes
- définis comme les cellules CD45%°rt/SSCint,

Faire attention a ne pas exclure les cellules
exprimant fortement le CD45 (correspondant aux
MOZ et ) et les cellules de faible structure
(correspondant aux qui se superposent aux
cellules NK). En pratique, la fenétre doit étre large a
droite et en bas !

SSC
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Lyric™ (BD Life Sciences)

SSC

CYTHEM-LMMC

4) Exclure les lymphocytes T définis comme les
cellules CD7*SSCfaible oy  CD2*SSCfaible  ou
CD2+CD7+SSCfaible  (ayi se superposent avec les

sur un histogramme biparamétrique
CD14/CD16).
Remarque: il est possible d’utiliser le CD2 ou le CD7 voire

CD7 (ou CD2)

d’utiliser les 2 anticorps pour une exclusion optimale des
lymphocytes T et des cellules NK'!
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CYTHEM-LMMC

Lyric™ (BD Life Sciences)

M . SINGLETS

5) Exclure les cellules NK (les 2 populations CD56f°rt
et CD56%7ble) définies comme les cellules
CD56*SSCfaible  (qyj se superposent avec les

sur un histogramme biparamétrique

SSC

CD14/CD16).

Remarque: Faire attention a ne pas exclure les
monocytes qui peuvent exprimer le CD56 dans
certaines situations pathologiques comme la LMMC
ou les monocytoses réactionnelles !
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CYTHEM-LMMC

Lyric™ (BD Life Sciences)

6) Exclure les définies comme
9 les cellules ainsi que
«? définis

comme les cellules :

Remarque: Les polynucléaires neutrophiles
CD16/°"t apparaissant sur cet histogramme en bleu
foncé sont donc exclus sur I'expression du CD24 !
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CYTHEM-LMMC

Lyric™ (BD Life Sciences)

M| . SINGLETS

7) Enfin, vérifier sur l'histogramme CD16/SSC la
présence de polynucléaires neutrophiles résiduels qui
n'auraient pas été sélectionnés sur l'expression du
CD24 (etape précédente) et retirer si besoin les cellules
CD1e6frt,

Remarque: Il est préférable, a l'usage, de laisser par défaut la
fenétre « CD16+ » a droite de I'histogramme et de ne la
déplacer qu’en cas de nécessité d’exclure des polynucléaires
M ‘ ’ résiduels !

SSC
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CYTHEM-LMMC

Lyric™ (BD Life Sciences)

#  Gate Hierarchy

= Hl Al Events
= [ CELLS
= Hl SINGLETS
] MONOCYTES
B co7+
B cos6+
[ co24+
I cois+
[ cOo7+ OR CD56+ OR CD24+ OR CD16+
] NOT CD7+ OR CD56+ OR CD24+ OR CD16+
= O MONO2

CD16

MONO2

8) Utiliser la hiérarchie de
populations ci-contre afin d’exclure
les cellules CD7%*, CD56%*, CD24* and
CD16* de la gate « MONOCYTES » et
créer la gate « MONO2 ».

Ensuite, sélectionner les cellules
résiduelles double négatives
CD14°CD16" cells (DN) (qui
correspondent principalement a des
polynucléaires basophiles et a des
cellules NK qui n’auraient pas été
précédemment exclues).

Remarque: En cas de LMMC, veiller
a ne pas exclure les MO1 qui
peuvent exprimer plus faiblement
le CD14 !
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CYTHEM-LMMC

Lyric™ (BD Life Sciences)

#  (Gate Hierarchy

= Il All Events
= [ CELLS
= Hl SINGLETS
] MONOCYTES
B co7+
I CDs6+
O cp24+
I cDi6-
] cO7+ OR CD56+ OR CD24+ OR CD16+
[C] NOTCD7+ OR CD56+ OR CD24+ OR CD16+
= O MONO2
I CN

SSC

9) Utiliser la hiérarchie de
populations ci-contre afin
d’exclure les cellules résiduelles
« DN » de la gate « MONO2Z » et
créer la gate « MONO BIS ».

Puis vérifier attentivement la
sélection des populations

monocytaires sur un
histogrammes CD45/SCC, et
particulierement si les

granuleux (fleche bleue) et les
cellules NK (fleche violette) ont
été correctement  exclus.
- Si besoin, affiner la stratégie
d’exclusion en reprenant Iles

histogrammes précédents.
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CYTHEM-LMMC

10) Finalement, séparer les
monocytes sélectionnés par la gate
« MONO BIS » en monocytes

Lyric™ (BD Life Sciences) classiques CD14+*CD16° (MO1 ou
cMO), monocytes intermédiaires
: CD14**CD16* (MO2 ou iMO) et

MONO BIS

ncMO 18

iMO ncMO
[}

Remarque: Utiliser la représentation
en « contour plot » pour un
fenétrage optimal de la sous-
population monocytaire MO1 en
utilisant la vallée (fleche)!

Vérifier que la
somme des 3 Name Events | % Pasent

iMO

MO

17 i
o ) | 15‘ | _— i ; - sous-popu.lations e S
CD14 CD14 monocytaires est | it oo 2ses 970
>99,5%, pour
valider le
fenétrage.
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EFFET DE LA PROCEDURE DE LAVAGE

Lyric™ (BD Life Sciences) Eviter absolument le lavage

des cellules apres |le
Sans lavage Apres lavage marquage +++

Travailler en protocole “Lyse-

no wash”

Remarque: le pourcentage des MO1
est reste similaire apres la
procédure de lavage (patient
présenté  sur la  diapositive
précédente) mais la séparation des
MO1 et MO2 est moins évidente -
données en cours de publication

| Name | % Parent |

WASH:LMMCncMO 1935

I w 0 w -7 0 w0 10 1w * W&H:LMMQ'iE!Q 2.18
WASH:LMMC:cMO 7839

CD14 CD14 WASHLMMCMO OR ncMO OR cMO_ 99.69

MONO BIS MONO BIS

CD1e6
CD16
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EXEMPLE D’UN PATIENT ATTEINT DE LMMC

Lyric™ (BD Life Sciences)

Profil typique de répartition des
sous-populations monocytaires chez
g o un patient atteint de LMMC avec une
| accumulation de monocytes
classiques (MO1 >949%).

Remarque: Utiliser la représentation
en « contour plot » pour un fenétrage
optimal de Ila sous-population

monocytaire M0O1 en utilisant Ila
vallée (fleche)!

i Name | Events | % Parent |

| LMMC:ncMO 526 2.29

re o LMMCiMO 266 116
[tMMC:camo 22,189 96.50 |

LMMC3MO OR ncMO OR cMO 22,981 99.94
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CYTHEM-LMMC

EXEMPLE D'UN SUJET AGE CONTROLE

Lyric™ (BD Life Sciences)

Profil normal de répartition des
sous-populations monocytaires chez
un sujet agé controle sans
« | accumulation relative de monocytes
classiques (M 01<94%).
Remarque: Utiliser la réprésentation
en « contour plot » pour un fenétrage
optimal de Ila sous-population
monocytaire M0O1 en utilisant Ila

CD16
CD16

‘ o vallée (fleche)!
8 | i Name | Events | % Parent
R ; ; - LMMC:ncMO 1,070 4.81
CD14 LMMCIiMO 448 2.02
LIMMC:cMO 20,685 93.08

IMMCIMO OR ncMO OR cMO 22,202 9991
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EXEMPLE D’UN PATIENT ATTEINT DE MONOCYTOSE REACTIONNELLE

Lyric™ (BD Life Sciences)

Profil normal de répartition des
sous-populations monocytaires chez
m‘ 2 un patient atteint de monocytose

ncMO

réactionnelle sans accumulation
relative de monocytes classiques
(M01<94%).

Remarque: Utiliser la réprésentation
en « contour plot » pour un fenétrage
optimal de Ila sous-population

monocytaire M0O1 en utilisant Ila

vallée (flechel!

| Name | Events ' % Parent |
LMMC:ncMO 2,503 998

i 478
LMMC:cMO 22,051 87.88

MMCIMO OR ncMO ORcMO 25,030 99.75
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