


Du diagnostic au suivi

Dr Lucile BASEGGIO

Laboratoire d’Hématologie, Groupement 
Hospitalier SUD/HOSPICES CIVILS DE LYON

Dr Rémi LETESTU

Laboratoire d’Hématologie 
Hôpital Avicenne 

APHP Bobigny

Dr Caroline MAYEUR-ROUSSE  

Laboratoire d’Hématologie

CHU de Nantes



Du diagnostic au suivi : Tube d’orientation lymphoïde

• 40 centres

• Utilisation d’un panel d’orientation 
avec marqueurs pan B  

Orientation par la 
cytologie

Systématique Parfois Jamais Panel en 2 temps

SLP-B 32% 64% 4% 97%

SLP-T 33% 54% 13% 86%

SLP-NK 39% 36% 25% 78%

Ann Biol Clin (Paris). 2023 Jul 21;81(3):289-303.
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• Panel maison +/- prémix

• Tubes prêts à l’emploi (Lyotubes, 
Duraclones,….)

Du diagnostic au suivi : Tube d’orientation lymphoïde



Du diagnostic au suivi : Tube d’orientation lymphoïde

L.Baseggio & R.Veyrat-Masson

Développement d’un tube de screening lymphoïde en 12 couleurs => 16 paramètres (18 avec taille/structure)

- des marqueurs B : CD23, CD200
- des marqueurs pan-T : CD2, CD7
- un marqueur d’activation/immaturité : HLA DR

The 5th edition of the World Health Organization
Classification of Haematolymphoid Tumours:
Lymphoid Neoplasms :
..”In the diagnosis of CLL : CD5, CD19, CD20, CD23,
and surface or cytoplasmic kappa and lambda light
chains are regarded as essential markers,

and CD10, CD43, CD79b, CD81, CD200 and
ROR1 as additional targets useful in the differential
diagnosis from other small B-cell
lymphomas/leukaemia”…..



2020-2021

Etude oligocentrique :

- 6 centres équipés de Lyrics : Besançon, Clermont-
Ferrand, Lyon, Nancy, Strasbourg et Ambroise Paré 

- Réactifs identiques liquides
- 6 échantillons sanguins testés (normaux et LNH)
- Envoi d’un Assay par un centre référent pour réglages 

et standardisation
- MOP identique

Depuis 2021, utilisation en routine du LST12C à 
Clermont-Ferrand et Lyon, de manière harmonisée
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2023/24
Développement d’une analyse non supervisée de type random forest sur les données du LST12C 
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Du diagnostic au suivi : Tube d’orientation lymphoïde

• Prélèvements sanguins 
uniquement

• 1ère étape = évaluation du ratio 
kappa/lambda : malin/non malin

• 2ème étape = évaluations des 
différentes MFI : classement en 6 
catégories et aide à l’orientation 
diagnostique 

• Cohorte d’entraînement : 148 
SLP B et 21 cas non malins

• Cohorte de validation : 180 SLP 
B, 14 cas non malins : 90,4% de 
classement correct

Gross Z, Veyrat-Masson R, Grange B et al, 

Diagnosis of chronic B-cell lymphoproliferative disease in peripheral blood = how machine 

learning may help to interpretation of flow cytometry data.

Hematological Oncology, 2023

2023/24



2025
Développement d’un tube lyophilisé en 9 couleurs

Ajout de kappa/lambda et des autres BV dans un 2ème temps

Perspectives 
 - tester algorithme/random forest avec des MFI générées sur d’autres cytomètres (tests en cours sur 
DxFLex)
 - proposer les lyotubes LST9c à d’autres centres 
 

Bonne concordance entre Lyon et Clermont-Ferrand
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Du diagnostic au suivi : Atlas d’images de cytométrie des SLP

2021 2023 2026

Sevestre J, Mayeur-Rousse C, Bouyer S, Harrivel V, Letestu R, Baseggio L. Atlas of flow cytometry 
images: lymphoproliferative syndromes - Additional images obtained with XF1600. Ann Biol Clin (Paris). 
2026;84(2): in press. 



Du diagnostic au suivi : Atlas d’images de cytométrie des SLP

• Livrets

• Mise à jour du site 



Du diagnostic au suivi : Maladie Résiduelle dans la LLC

Groupe de travail MRD-LLC

▪ Etat des lieux des pratiques en 2025

▪ Atelier CytHem MRD-LLC au congrès de l’AFC Dijon 2025

▪ Tests de mise au point : harmonisation/standardisation, évolution des outils

▪ Présentation JAC 2025



Du diagnostic au suivi : Maladie Résiduelle dans la LLC

– Théorie : retour sur la technique utilisée dans les essais cliniques 
• Pré-analytique
• Panel
• Analytique

▪ Atelier CytHem MRD-LLC au congrès de l’AFC DIJON 2025

• Retraitement dans Kaluza

• Retraitement dans FACSuite

– Pratique : analyse de données

• Plateforme DxFLEX

• Plateforme FACS Lyric



Panel 9-CLR 10-anticorps :

CD20 BV421-CD45 KO
CD81 FITC-CD22+CD79b PE-CD19 

RB700-CD5 PC7
CD200 APC-ROR1 R718-CD43 APC-H7

BOBIGNY

Panel 8-CLR 9-anticorps :

CD45 BV510 - CD200 BV605 - CD81 BV786
CD43 FITC - CD19 PerCP-Cy5.5

CD5 APC - CD22+CD79b APC-R700 - CD20 APC-H7
LYON

CD20 V450 - CD200 BV510 – CD45 BV786
CD22+CD79b PE - CD5 PerCP-Cy5.5 - CD19 PE-Cy7

CD81 APC - CD43 APC-H7
NANTES

Du diagnostic au suivi : Maladie Résiduelle dans la LLC

• 3 centres
• Même combinaison d’anticorps (+/- ROR-1)
• Fluorochromes différents

▪ Contenu de l’atelier



Du diagnostic au suivi : Maladie Résiduelle dans la LLC

• Faisabilité

• Echantillons différents : LLC - MBL Echantillons frais
Population LLC pas résiduelle = conditions non limitantes pour l’acquisition

Fichiers « légers »
Création des masques d’analyse

▪ Résultats préliminaires

Vérification homogénéité des résultats avec un logiciel commun

• Logiciel d’analyse différents

• Performances

Production des fichiers type MRD pour l’atelier

Plateformes de CMF différentes



Du diagnostic au suivi : Maladie Résiduelle dans la LLC

Pas superposable 
mais correct

▪ Résultats :             différents échantillons frais - différents panels

MBL LLC CTRL



Du diagnostic au suivi : Maladie Résiduelle dans la LLC

▪ Question de l’utilisation du PerCP-Cy5.5 : faible intensité sur DxFLEX 

Dispersion du signal
dans le canal R-715

SPREADING

CD19 PerCP-Cy5.5

SI 25,8

CD19 RB705

SI 201,7

SI 51,2

CD19 BV650



Du diagnostic au suivi : Maladie Résiduelle dans la LLC

▪ Question de l’utilisation des CD19 RB705CD19 BV650

CD200 APC

Dispersion du signal
dans le canal R-660

SPREADING

ROR-1 R718 CD43 APC-H7

Dispersion du signal
dans le canal R-780

SPREADING

CD19 PerCP-Cy5.5



Du diagnostic au suivi : Maladie Résiduelle dans la LLC

• 3 centres
• Même combinaison d’anticorps
• Fluorochromes différents

Agrément entre les centres

▪ Résultats travaux récents

• Envoi d’échantillons à techniquer le même jour

Optimisation 
nécessaire en 

dessous de 0,01%
et pour cas 

indétectables



Du diagnostic au suivi : Maladie Résiduelle dans la LLC

Optimisation du 
choix des voies de 

fluorescence

▪ Perspectives :             Seuil de déclenchement sur la fluorescence = clé de la sensibilité

Avec 
compensations

Seuils sur la FLUO :
Sans compensations

CD19

CD5



Du diagnostic au suivi : Maladie Résiduelle dans la LLC

▪ Proposition d’un cycle de formation 2026-2027 :

• Atelier en visio courant de l’automne

• Test d’analyse de données N°1
– Prise en main des marqueurs
– Stratégie d’analyse

• Journée SLP-B MRD-LLC début d’année 2027

• Test d’analyse de données N°2
– Objectif minimum MRD 0,01% et uMRD5
– Validation de la maîtrise de l’analyse de données

• Envoi(s) échantillons frais

• « Certification » complète

• Nouveau bilan lors de la JAC 2027…

Questionnaire
« Etats des lieux des pratiques en 2026»



Merci de votre attention…

…des questions ?
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