Configurations des instruments et protocoles utilisés dans I'étude

Deux systémes ont été utilisés successivement. Initialement, nous avons effectué nos analyses sur
cytométre 4 couleurs Epics XL'MBeckman Coulter ; Fullerton, CA). Il comprenait 1 seul laser Argon
(488 nm) et 4 photomultiplicateurs disposés en lignes, dans l'ordre croissant de longueurs d'ond
(fig.1.2). Les échantillons étaient marqués avec 4 anticorps : CD45 FITC (clone B321 F4A), CD8 PE
(clone SFC12 thyD3), CD4 PE-Texas Red (cloneSFCI12T4D11) et CD3 PE-Cy5 (cloneUCHT1)
fournis mélangés, préts a I'emploi (TetraChfomar Beckman Coulter (table 1l). Les anticorps étaient
appligués simultanément sur sang total (1QQL5 min, température ambiante, a I'abri de la lumiere),
I'échantillon était ensuite traité pour érythrolyse et fixation, en deux temps (ImmuhomBepkman
Coulter) et analyse immédiate (dans I'heure) sans lavage. Exactement le méme volyinen(Edde
pipette, méme manipulateur) de billes calibrées (Flow€ounBeckman Coulter) était ajouté a
I’échantillon juste et vortexé, avant analyse au cytomeétre. La dilution finale est évalug¢ed. @@ @ang
dans 120pL final. Les valeurs absolues étaient calculées par le logiciel (TeftaBrekman Coulter)
et directement éditées. L'analyse était effectuée sur 7500 lymphocytes et un minimum de 1000 bille:
sauf si I'analyse excédait 5 minutes (en cas de grande lymphopénie).

Plus récemment, nous avons utilisé un systétme FACST#BMD Biosciences, San José CA) qui
comporte deux sources d’excitations laser : Argon (488 nm) et Hélium-Néon (633 nm). Il posséede ¢
photomultiplicateurs (4 pour I'excitation bleue et 2 pour l'excitation rouge) disposés en étoile, dan:
l'ordre décroissant de longueur d'onde (fig.3.2). Les échantillons étaient marqués avec 7 anticorj
simultanés : CD3 FITC (clone SK7), CD16 PE (clone B73.1), CD56 PE clone (NCAM 16.2), CD45
PerCP (clone 2D1), CD4 PE-Cy7 (clone SK3), CD19 APC (clone SJ25C1), CD8 APC-Cy7 (clone SK7)
fournis par BD Biosciences (Table 1ll). De la méme facon, les anticorps étaient ajoutés simultanément
I'échantillon de sang total (D exact : pipette électronique, calibrée ; 15 min, température ambiante a
I'abri de la lumiere) qui était ensuite traité en un temps (érythrolyse et fixation — addition manuelle de
500uL de solution FACSIyzin®, BD Biosciences) et analysé dans I'heure. Les valeurs absolues étaient
analysées par l'utilisation de tubes contenant des billes calibrées lyophilisées (TtucBont
Biosciences). Les valeurs absolues étaient calculées manuellement selon les recommandations
fournisseur. La dilution finale est estimée ab@e sang dans 5jb final. L'analyse était fixée a 10
000 lymphocytes et effectuée par le logiciel FACSIIiyBD Biosciences).

Dans tous les cas, les échantillons de sang périphérique étaient prélevés sur anticoagulant Ethyle
Diamine Tetra Acetique Acid - EDTA, traités dans les 6 heures aprés collecte et analysés dans I'heu

apres le marquage.



Table X : Matériel utilisés pour phénotypages des lymphocytes T, B et NK

Fluo clone Isotype Fournisseur
EPICS XL Beckman-Coulter
Lymphocytes T CD4/CD8 en valeurs absolues
TetraChrome Beckman-Coulter
CD3¢ PE-Cy5 UCHT1 Beckman-Coulter
CD4 PE-TR SFECI12T4D11 Beckman-Coulter
CD8q PE SFCI21thyD3 Beckman-Coulter
CD45 FITC B3821F4A Beckman-Coulter
Flowcount calibration Beckman-Coulter
Immunoprep Lyse + fixation Beckman-Coulter
Lymphocytes B / NK
CD16 FITC DJ130c Gl DakoCytomation
CD56 PE N901 Gl Beckman-Coulter
CD19 PE-TR 89B Gl Beckman-Coulter
CD3¢ PE-Cy5 UCHT1 Gl DakoCytomation
FAC Canto 6 couleurs BD Biosciences
Lymphocytes T CD4/CD8 / B / NK en valeurs absolues
Multi-check BD Biosciences
CD3¢ FITC SK7 Gl BD Biosciences
+ CD4 PE-Cy7 SK3 Gl BD Biosciences
+ CD8¢ APC-Cy7 SK1 Gl BD Biosciences
CD45 PerCP 2D1 Gl BD Biosciences
CD19 APC SJ25C1 Gl BD Biosciences
CD16 PE B73.1 Gl BD Biosciences
CD56 PE NCAM 16.2 Gl BD Biosciences
Trucount calibration BD Biosciences

FACSLysing

Lyse + fixation

BD Biosciences




Les marquages complémentaires comportaient unde pagdmmune (CD3/CD4/CQ8+H/-CD83)

accompagnée des différents marqueurs listés daabléaXI.

Table XI : Matériel utilisés pour phénotypages des lymphocytes T

Fluo clone Isotype Fournisseur

Lymphocytes T qR/vd/CD8

TCRaR PE-Cy5 BMAOQ31 Gl Beckman-Coulter
CD8¢ PE-TR SFCI21thyD3 Gl Beckman-Coulter
CDS8pg PE 2ST8.5H7 Gl Beckman-Coulter
TCRy¢ FITC Immu510 G1 Beckman-Coulter

Lymphocytes T CD3/CD8 g en combinaisons 4 couleurs

CD8q PE-TR SFCI21thyD3 Gl Beckman-Coulter

CD3 PE-Cy5 UCHT1 G1 DakoCytomation
Lymphocytes T CD3/CD8 g en combinaisons 6 couleurs

CD8qg APC

CD3 PE-Cy5

CD8¢g PE-TR

CD3 PE-Cy7
Lymphocytes T CD3/CD8 g Activés

CD69* FITC TP1.55.3 G1 Beckman-Coulter

CD25* FITC ACT-1 Gl DakoCytomation
Lymphocytes T CD3/CD8 mémoires *

CD45 RA EITC

CD45 RO PE
Lymphocytes T CD3/CD8 mémoires *

CD28 EITC CD25.1 DakoCytomation

CD27 PE M-T271 DakoCytomation
Lymphocytes T CD3/CD8a mémoires*

CD195 PE 2D7 CCR5 BD Biosciences

CD197 PE 3D12 CCRY BD Biosciences
Lymphocytes T CD3/CD8a mémoires*

CD62L FITC LECAM-1 Beckman-Coulter

CD7 PE DK24 DakoCytomation

Quantification densité
QUIFiKit® DakoCytomation

Tri magnétiques
TCR y¢ hapténe 11F2 Gl Miltenyi biotech
anti-hapténe lloide ferrique Miltenyi biotech

* validés sur cellules mononuclées périphériques de donneurs sains stimulés par Phytohemagglutinit



1 — Standardisation des procédures d’identificatioret quantification :

Dans une étude préliminaire, nous avons évalu@de®rmances de la technique de numération des
lymphocytes T en 4 couleurs (EPICS XLM® Beckmann@®), lorsque toutes les précautions et les
recommandations de bonnes pratiques sont respeflé@as cette configuration, nous avons utilisé

simultanément les marquages avec CD45, CD3, CDD8t(Tetraone® Beckmann-Coulter).

Nous avons utilisé les procédures standardiséealiiation de réglage du cytometre (gains —Flowset®
- ; calcul automatique des compensations -Cytocofp®La stratégie de fenétrage était celle
recommandée par le fournisseur assisté par logsgeti-automatisé. Les réglages étaient validés
journellement sur un contrdle de qualité (sang Bsgblmmunotrol® Beckmann-Coulter). La validité
de quantification absolue était évaluée par adjonate standard interne (billes a concentratiorboee

Flowcount® Beckmann-Coulter).

Nous avons pu mettre en évidence la bonne préc{siec des coefficients de variation inférieurs a
4%), exactitude et stabilité (avec des CV infémears%) de cette analyse, sous réserve de respect de
ces procédures, ce qui permet d’étre trés confiantia représentativité de nos résultats, notamment

pour le suivi dans le temps et la comparaison éalreratoires (fig 3.1).



Figure 3.1 : Reproductibilité d’analyse quantitative absolde populations lymphocytaires par
cytométrie en flux : reproductibilité a) de con&®lde qualité internationaux; b) intra-manip entrge

opérateurs.
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2 — Les phénotypes non conventionnels en cytométdeou 6 couleurs :

A l'occasion du renouvellement de l'instrumentatioous avons été amenés a valider un systeme qui
possédait la capacité d'analyser six marqueursltsinés (FACSCanto®, BD Biosciences), en utilisant

une combinaison de marqueurs encore inédite emeout

Dans cette configuration, nous avons choisi daglilisimultanément les marquages avec CD45, CD3,
CD4, CD8, CD16, CD56 et enfin CD19. Le mélange, d@ponible commercialement, était préparé au
laboratoire. Cette combinaison nous parait étrglda judicieuse pour la numeération des principales
populations des lymphocytes circulants, en accowdcales fournisseurs qui souhaitent la
commercialiser en mode standardisé. Les valeursludss étaient mesurées en utilisant un standard
interne (Billes TRUCOUNT).

Cette combinaison nous permet d’identifier et dentjfiar précisément les principales composantes
lymphocytaires que sont les lymphocytes T (CD4 BB}, les lymphocytes B et les lymphocytes NK
(fig. 3.2).

Nous avons montré que cette analyse était treodaptible dans une méme et entre différentes
manipulations (CV < 5 %). Nous avons observé urezlgente corrélation entre les quantifications en
valeurs absolues obtenues avec les deux systameslisant une stratégie de fenétrage proche. En
effet, les solutions actuelles, proposées par ifé&rehtes compagnies montrent des résultats difitér
significativement sur les études internationalesatgroles de qualité. Les différences de stratede
fenétrage en sont une des explications. Les stdsdaternes et leurs recommandations d'utilisation
sont également différents.

Dans l'étude actuelle, nous considérerons doncffexdmment les résultats qualitatifs d’analyses
effectuées avec I'un ou l'autre systeme. Cependantontinuité quantitative sera évitée car les
numérations des populations trées minoritaires ie¥taque pauvrement corrélées entre les deux
systemes. L'expérience d'analyse biologique noustrenajque les coefficients de variations sont
habituellement mauvais pour les valeurs trés failfl®-20%). Les illustrations présentées ici sont
choisies en priorité avec le systeme le plus réaprd nous (et de plus en plus d'utilisateurs)

continuerons a utiliser pour les années a venir.



Figure 3.2: Identification lymphocytaire en cytométrie enxfl6 marquages simultanés.
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Nous avons également pu confirmer, sur ce systBemestence des populations lymphocytaires T non
conventionnelles que nous décrirons en détail lpins(T CD4+ CD8dim et T CD4dim CD8+ ainsi que
des lymphocytes T CD8dim CD4-). Une fraction de pyrocytes T exprimant une forte intensité de

CDa3 était également retrouvée.

De plus, cette combinaison nous a permis de déeronexistence d'autres sous-populations
lymphocytaires non conventionnelles et rarementsiciénées qui sont : des lymphocytes T CD3+
(toujours CD8+) exprimant du CD56, que ces lymphesgoient CD3 normal ¢B) ou CD3fort (Tgd)

et d’authentiques NK (CD3-CD56+) qui expriment@®8. Les fréquences de ces particularités
phénotypiques étaient trés variables d'un patientadtre, suggérant qu’elles aient une valeur

sémeéiologique d’autant plus intéressante qu’elhes estreintes a certaines sous-populations.



Leurs significations physio-pathologiques ne sorg pacore élucidées. Une baisse d’expression de
CDS8 pourrait modifier I'avidité du lymphocyte poson peptide et sera discutée plus tard. La présence
de CD56 est généralement synonyme d’activité cytqte. Le réle du CD8 sur les NK n’est pas connu
mais il existe plusieurs formes intermédiaires fmales ou tumorales) entre cellules NK et cellules T
comme par exemple les T.NK. Ces populations n'astgu étre caractérisées dans la présente étude.



3 — Double population de polynucléaires selon la dsité de CD45

Dans les deux systemes, nous avons choisi d'utlisenarquage par CD45 (pan-leucocytaire) pour
I'identification des lymphocytes dans les procédute routine (fig. 3.3). Ce marqueur non discrimina
occupe un canal de détection et réduit d'un paranhet possibilités de combinaisons « utiles »ilEst

suffisamment informatif pour justifier cette liraiton?

L'utilisation du CD45 présente plusieurs avantaged permet de différencier les leucocytes
(lymphocytes, monocytes et polynucléaires) deseawdléments comme des érythroblastes, des débris

de globules rouges et les plaquettes.

Figure 3.3 : Identification leucocytaire selon le marquage @B45 : mise en évidence d’une
population de polynucléaires a forte expressionCi5 correspondant a une hyper-éosinophilie
(CCR3+, CRTH2+).
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L'ensemble des lymphocytes est regroupé dans ugerdepoints tres homogene, exprimant fortement
le CD45 et une faible diffraction latérale (Sideater). Les monocytes expriment le CD45 a moindre
intensité et ont une diffraction latérale plus imtpate. Le phénomeéne est encore plus important pour

les polynucléaires.

En utilisant le CD45, nous pouvons observer damtaios échantillons, une petite population qui
exprimait du CD45 faiblement mais était tres peangteuse (faible diffraction latérale - SC). Nous
avons pu montrer que cette population représetdsitpolynucléaires basophiles (IgE membranaire +,
CD3-, CD14-) au cours d'une étude du test de dataon de polynucléaires basophiles dans un

contexte d’allergie aux venins d’hyménopteres (Lainb@01).

Nous observons également, beaucoup plus fréquemomentpopulation leucocytaire qui présente une
grande diffraction latérale (SC) comparable a dégnpaléaires neutrophiles mais avec une intensté d
fluorescence de CD45 nettement augmentée qui pedwetes distinguer de la population de
polynucléaires neutrophiles. Nous avons pu obseous ces leucocytes granuleux CD45 fort
exprimaient le récepteur de chimiokine N°3 (CCR8}piaque le récepteur CRTH2. Le marqueur CCR3
est spécifique des polynucléaires éosinophilesmiaequeur CRTH2 est également exprimé par les
polynucléaires basophiles et les lymphocytes Tyde Th2. Nous avons observé que l'augmentation de
cette population de polynucléaires éosinophilei étaivent associée a une hyperactivité immunitaire
de type Th2 (taux sériques élevés d'IgE et augrientde protéine cationique éosinophile sérique -
ECP-).

En enrichissant les cellules exprimant le CRTH2i@é¢ de billes magnétiques, nous avons pu montrer
que la population granuleuse CD45 fort était nett@imaugmentée ainsi que la population granulaire
basophile, alors que les polynucléaires neutrophédé les monocytes étaient fortement réduits.
L'analyse microscopique nous a permis de confirheerfort enrichissement en polynucléaires

éosinophiles. La considération de cette populaigermis de dépister des échantillons qui possdtdaie

une hyper éosinophilie qui peut avoir des consécpeertliniques (llrich 1995) ? Certaines formes

atteignaient les critéres quantitatifs permettaigatoquer un syndrome dhyper éosinophilie (HES
(Brito-Babapulle 2003).



4 — Expression différentielle de CD45 sur les leucgtes :

L'utilisation du CD45 permet également d'identifad@s lymphocytes qui ont un caractére lympho-
prolifératif. En effet, chez les patients portews leucémie lymphoide, on distingue une double
population lymphocytaire. Les lymphocytes lymphdipgoatifs présentent une nette diminution

d'expression du CD45. La tres grande majorité gedremes prolifératifs concerne des lymphocytes B
(leucémie lymphoide chronique -LLC-). Cette obsBovaa fait I'objet de plusieurs publications ettt se

actuellement de référence pour l'analyse phénotgpides syndromes prolifératifs (Festin 1994,
Lacombe 1997). Une population lymphocytaire CD4ibléapeut étre de découverte fortuite dans la

pratiqgue du phénotypage leucocytaire de routimaester au diagnostic de LLC.

Nous avons cherché a savoir si I'expression desb@dvait étre difféerente entre des lymphocytes B
matures normaux et des lymphocytes T matures fi§). Ces données sont maintenant directement
disponibles avec l'utilisation du marquage a suleors. L'expression du CD45 apparait réduite sar d
lymphocytes B normaux (moyenne de fluorescence @ving de fluorescence : 65952 comparée a

celle des lymphocytes T matures T (p = 2.9%.0

De facon intéressante, les lymphocytes T CD4 omt expression significativement différente des
lymphocytes T CD8+ : MFI 8098** et 9721* 9% respectivement (test de Student pairé p = 2¥)10

Enfin, 'expression du CD45 était significativemesits faible sur les NK (MFI 783574 comparée
aux lymphocytes (test de Student pairé p = 2:8)10



Figure 3.4 : Expression différentielle du CD45 membranaire I®$ populations leucocytaires. Les
lymphocytes non tumoraux expriment de moindres itiensge CD45 (b). Les lymphocytes T CD4+ et
NK expriment moins de CD45 que les T CD8+ (p<0.0001
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5 — Double population lymphocytaire selon la densitdu CD3

De la méme facon, le CD3 est couramment utilisér phfférencier les lymphocytes T (CD3+) des
autres lymphocytes (B : CD19+ ou NK : CD3 -CD16BG6+).

La grande majorité des lymphocytes exprime le Ciz&aine distribution d'intensité de fluorescence
tres homogene (courbe gaussienne). Cependant,cenains patients, il est possible de voir plus ou
moins clairement un dédoublement de la distributiamtensité de fluorescence avec, sur les graphes b
dimensionnels, apparition d'un nuage supplémenéairés forte intensité de fluorescence du CD3 (fig
3.5). Cette distribution peut revétir un aspectddal en histogramme. Sur une analyse bi-paramétriqu
CD3 versus CD8, les lymphocytes qui expriment CDJate intensité n'expriment jamais de CD4
mais peuvent occasionnellement exprimer du CD8émgdéement a plus faible intensité que les

lymphocytes T conventionnels.

Cette observation a été faite sur un cytometre Beckman Coulter) avec les anticorps du méme
fabricant (Tetraone), avec érythrolyse (Immunoprepkans lavage. Elle a pu étre confirmée sur le
systeme BD Biosciences comprenant le cytométre F2dD® et anticorps BD Biosciences, FACS
lysing solution et sans lavage. L'observation deeadouble distribution a pu aussi étre confirmeéeca

d'autres anticorps anti-CD3, d'origines commersiatifférentes, y compris couplés avec des

fluorochromes différents.

Le phénotype de ces lymphocytes CD3fort, CD4 négatigénéralement CD8 négatif nous a fait
suspecter qu'il pouvait s'agir de lymphocytes Tgédecord avec des études antérieures (Thibault 1995,
Nicolas 2001). Dans cette étude, nous avons démohaz 31 donneurs de sang en bonne santé que les
lymphocytes T CD3 fort représentaient de |'ordr8%edes lymphocytes totaux. lIs n‘exprimaient ni le
CD4 ni le CDS8.



Figure 3.5: Mise en évidence d 'une double population lympfiaice T sur la base d ’intensité de
fluorescence de CD3 (a, b) : les lymphocytes T iexgmt de plus fortes densités de CD3 membranaire.
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Nous avons montré que :

10°

1 - Le nombre (en valeur absolue) des lymphocyte€O3 fort était directement (bien que

modestement) corrélé au nombre des lymphocytesRgd(0.544).

2 - En analysant simultanément I'expression de D& récepteurs T (ab ou Tgd en combinaison), les
lymphocytes Tgd exprimaient de plus fortes intEsside fluorescence de CD3 comparées aux
lymphocytes Tab (exemple : 15.2 versus 12.1). lasrdchromes utilisés étaient choisis de fagon a



éviter les transferts d'énergie entre deux fluomctes (FRET) combinés par des anticorps
reconnaissant des molécules tres proches comni@3eeCle récepteur T.

3 — En enrichissant des lymphocytes Tgd par teclenigutris magnétiques (anticorps gdticouplés a
des nanoparticules ferriques : MACS Milteniy, Allagme) ; les lymphocytesy® triés exprimaient une
tres forte intensité de fluorescence de CD3 (MFI@Mparée aux lymphocytesif conventionnel du

méme échantillon (MFI = 8.6).

Nous avons observé que les lymphocytes T CD3 fortrae les lymphocytesyd pouvaient exprimer

le CD8 (39.5 % des lymphocytesyd. Les isoformes du CD8 étaient en majorité de thiptéro-
dimérique (CD&CD8p). La fréquence d'expression de CD8 par des lymyibsclyd n'était pas liée a
I'age ni au sexe du donneur et n'était pas plugiémdte chez les donneurs qui avaient de forts daux
Tyd Une petite fraction de lymphocytegd{(14 %) exprimait I'isoforme homo-dimérique GidBD8a.
Dans tous les cas, le CD8 exprimé par les lymplescyigd était significativement beaucoup moins

intense que sur les lymphocytespT(exemple 5.4 ® comparé a 32.4).

Le nombre de Yo circulant est trés variable d'un échantillon autfe suggérant une signification
sémeéiologique encore inconnue. Nous avons compafi@duence de lymphocyteyddans le sang
périphérique d" un groupe de patients hospitajiees infection par virus d'immunodéficience (VIH) e
un groupe de patients sous immuno suppresseurstamsaplantation rénale. Nous avons étudié 78
patients dans chaque groupe. Le nombre des lymp®clyd chez les patients transplantés était
équivalent (52 *) aux donneurs de sang (5£% non significatif). Par contre, la concentratiors de
lymphocytes V3 était significativement augmentée chez les patiarfiH+ (88 * °3 p = 0.0056)
comparée aux patients transplantés. Comme celgaaéti® rapporté dans la littérature, nous avons
observé une distribution bimodale de la concemtnaties lymphocytesyBb. La valeur intermédiaire
entre cette distribution bimodale était située a téBules par microlitre. Une fraction de patients
(VIH+ 22,8%, transplantés rénaux 8.8%) exprimaie laugmentation des lymphocytegdT Cette

augmentation était retrouvée mais plus raremert lflsedonneurs de sang (un donneur sur 31).



6 — Expression différentielle de CD3 sur les lymploytes T :

En comparant la distribution de l'intensité de fasztence du CD3 des lymphocytes T CD4 et CDS,
nous pouvons observer un décalage des moyenndsodestences (fig 3.6). En analysant séparément
I'expression du CD3 sur des lymphocytes T CD4 €DB, nous avons observé que les lymphocytes T
CD8 expriment généralement des taux de CD3 infési@dFI : 1039* **3 comparés aux lymphocytes

T CD4+ (MFI : 1359"%*°: p < 0.0001).

De méme, le taux d’expression du CD3 était trésreumgé (MFI 2548**% sur la population CD3bright

comparée aux lymphocytes T CD3 conventionnel du enéchantillon (MFI = 1099%°, p <0.0001).

Figure 3.6 : Expression différentielle du CD3 membranaire $es différentes sous-populations

lymphocytaires T. Les lymphocytes T CD8+ exprimewima le CD3 comparé aux T CD4+.
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7 —Artefact de détection de CD4/CD8 par activité sérige anti-Cyanine

(Ch.Leclerc, C.Lambert, P.Saby, C.Genin : AFC ocdD05)

Nous avons observé, pour 3 patients différents,ammenalie du marquage par les anticorps anti-CD4

PE Cy7 et anti-CD8 APC Cy 7, caractérisée par unesston de fluorescence de APC Cy7 sur le

détecteur de PE Cy7, mimant un défaut de compensaldrs que les lasers sont séparés (fig 3.7).

Analyse de différents échantillons (sang totallubes lavées, cellules sanguines mononuclééesl(fFico

et billes (BD Compbeads anti igsouris) avec ou sans sérum, sérum fractionnéygdiadt

chromatographie) ou médicaments.

Figure 3.7: artéfact mimant un défaut de compensation pari@csérique anti-cyanine (a). L 'analyse

sur les méme cellules lavées du sérum corrigeééfat (b). Le phénomeéne peut étre reproduit avec de

billes couvertes d 'IgG-APC-Cy7 avec sérum témaojnet serum du patient (d).
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Nous avons montré que :

- Le phénomeéne disparait si les CD8-APC-Cy7 ou le®B4Cy7 sont retires.

Il disparait également si le sérum du patient esgait par lavage des cellules ou analyse apres

séparation des cellules mononucléées (PBMC) sdiegrade densité (Ficoll)

Il est reproduit par transfert du sérum sur des EBM donneur témoin.

Il persiste dans le temps pour un méme patient (tk=sig a deux mois d’intervalle).

Il a été observé chez plusieurs patients (estiemvaon 1/400)

Il est possible de reproduire ce phénomeéne surbills couvertes d’anticorps originaux ou
contréles isotypiques : APC-Cy7 et avec de I'lgG-®¥ dans le milieu.

La présence simultanée des deux fluorochromes sémum est nécessaire.
- L’effet est observé entre les fluorochromes APC @y7PE Cy7 mais aussi PE Cy5 mais il

n'apparait pas avec PE et APC

L’ajout des médicaments du patient ne permet paspteduire le phénomene

Le sérum fractionné (dialyse et chromatographiegesours d’expérimentation

Conclusion: Le sérum de certains patients mime un défaut depeasation, impliquant des
fluorochromes tandems contenant des cyaninegléedianticorps anti-cyanines est probable, nous

n’en connaissons pas les significations cliniquentuelles.



