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1 Introduction

L’ évolution de la cytométrie en flux vers une approche plus quantitative (cytométrie de flux quantitative ;
CMFQ) peut-étre assimilée a un retour aux sources. En effet, depuis que le microscope a fluorescence existe,
I’odl humain analyse les variations dintensité de fluorescence au travers de différents protocoles
expérimentaux. Bien que trés utile et essentielle dans la compréhension de la physiologie cellulaire,
I'utilisation en biologie clinique médicale de la quantification de fluorescence est encore sous-exploitée par
les utilisateurs de cytométres. Depuis une dizaine d' années, grace notamment aux travaux de pionniers en la
matiére' et & I’amélioration constante des cytométres et des réactifs, |’ approche quantitative simpose
naturellement par la précision des résultats qu’ elle permet.

Avec la quantification, nous recherchons une réponse absolue, qui utilise des unités, comme un nombre de
molécules ou de sites antigéniques par cellule, plutét qu'une mesure relative de la fluorescence. Ces mesures
doivent étre reproductibles a n'importe quel moment, par n'importe quel utilisateur, sur n'importe quel
instrument et traduire une réalité biophysique. Idéalement, la quantimétrie devrait pouvoir étre confrontée a
d'autres technologies de mesure du nombre de sites moléculaires a la surface de la cellule et étre en
concordance avec les autres techniques de fluorescence, comme les techniques ELISA, lamicrofluorométrie,
I"analyse d'image ou la cytométrie par balayage laser. L'intérét de la CMFQ est de combiner I'analyse
cellulaire multiparamétrique, qui permet d'isoler et de définir des populations cellulaires par les marqueurs
qu'elles expriment, et d'y combiner un compteur de fluorescence apte a quantifier I'expression de ces
marqueurs.

Ce chapitre aborde tour a tour, la nomenclature et les aspects de la CMFQ, la calibration des instruments,
quelques exemples de protocoles avec une approche quantitative et enfin une revue des domaines actuels ou
le systéme a démontré son intérét. Nous évoquerons I’ activation cellulaire, I’ étude des voies normales et
pathologiques de différenciation cellulaire, la détection de la maladie résiduelle, le diagnostic des anomalies
d’expression des protéines intra-cytoplasmiques ou membranaires et enfin les kits de dosage de cytokines en
solution. Nous verrons enfin comment la CMFQ peut faciliter la standardisation inter-laboratoires par la
rigueur d'exécution qu’ elle apporte.

2 Terminologie et nomenclature

Le bon usage des processus de standardisation ayant été revu maintes fois auparavant?, nous nous bornerons
arappeler quelques définitions essentielles a notre propos.

2.1 Lamesuredel’intensité de fluorescence (I F)

La mesure absolue, mesure objective physique de la fluorescence est problématique en CMF, car dépendante
d'influences externes (configuration de I'instrument, pH, etc.). Les cytométres mesurent une | F relative dépendante des
réglages (nombre de volts sur les détecteurs par exemple), de la configuration du banc optique de I’ instrument (choix de
la lumiére d’ excitation, agencement et choix des filtres devant les détecteurs) mais aussi du degré de polarisation de la
fluorescence®. Cette mesure relative, outre son manaue total de concret, peut conduire & de mauvaises interprétations du
phénomene, car elle masque le caractere logarithmique de I’ échelle de fluorescence. La figure 1 montre un exemple
d'interprétation des modulations d’ expression d’un marqueur sur un histogramme, en utilisant la mesure de
fluorescence relative (MFI) et la transformation en unités stoechiométriques de molécules de fluorochrome
en solution (unités MESF).

Nous pouvons voir qu'une différence de 20 canaux entre deux conditions expérimentales A et B, représente une
différence de 8268 unités (2448 MESF pour A contre 10716 MESF pour B). Par contre, dans une autre partie de
I’ échelle, une différence de 10 canaux seulement entre les conditions expérimentales C et D, donne lieu a une différence
de 56763 unités (127123 MESF pour C contre 183886 MESF pour D).

Nous voyons donc que I’ aspect graphique des courbes de distribution de fluorescence ne permet qu’ une comparaison en
ordre de grandeur entre deux conditions expérimentales en indiquant |I’ampleur de |la réponse (dans notre exemple une
augmentation d'un facteur 4.37 entre A et B mais seulement un facteur 1.44 entre C et D).

2.2 L’intensitérelative de fluorescence (MFI : Mean or Median Fluor escence | ntensity)

C'est I'unité traditionnellement utilisée dans les programmes d' analyse des données des instruments pour
caractériser la distribution de fluorescence d’'une population de particules. Pour un fluorochrome donné,
I"intensité de fluorescence de chague particule est distribuée sur une échelle de 256 ou 1024 canaux. La MFI
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exprime le canal moyen ou médian de I’ ensemble des canaux occupés par la distribution de fluorescence des
particules. Cette mesure en canaux est secondairement transformée en unités arbitraires de 1-10000 pour les
instruments de BD ou 0.1-1000 pour les instruments Beckman-Coulter. Cette transformation a pour but de
tenir compte de la nature logarithmique de la mesure. Traditionnellement, on utilise la moyenne ou la
médiane de la distribution de fluorescence pour comparer deux situations expérimentales, lues par
I"instrument, dans les mémes conditions. Toutefois, certaines équipes proposent la moyenne géométrique
comme plus représentative de la distribution car moins sensible aux valeurs les plus basses. A I’ opposg, la
moyenne simple, est trop sensible aux valeurs les plus hautes. Quoi qu’il en soit pour une population
homogéne, a distribution log-normale, médiane et moyenne sont quasiment équivalentes et représentatives
deladistribution des événements.

2.3 Molecules of equivalent soluble fluor ochrome (unités M ESF)

La MFI d'une population de particules, (éventuellement la fluorescence propre d'un éément ou d’'une
cellule), colorées par un fluorochrome est traduite en un nombre de molécules du fluorochrome en solution,
donnant une fluorescence équivalente a celle de la particule chargée. La courbe de calibration est établie a
partir de billes de latex recouvertes d' une quantité connue et croissante de fluorochrome. Ces hilles sont
ellesmémes calibrées par rapport a une série de dilutions du méme fluorochrome. Ces hilles calibrées
servent a |’éablissement d'une courbe de référence de la quantification en unité MESF ou au contrdle
journalier des performances des instruments’. Dans le systéme MESF, chague fluorochrome est son propre
standard. On ne peut comparer les MESF de fluorochromes différents.

Il n'existe pas de standard pour la fluorescence, au sens précis, défini par des instances internationales
comme le National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), 2. Tout au plus disposons-nous
de calibrateurs mis au point par les firmes pour leurs applications.

Aing, lorsgu’une particule a une valeur 100.000 MESF, cela ne veut pas dire qu'elle porte exactement
100.000 molécules de ce fluorochrome, mais qu’elle a une fluorescence au moins équivalente a 100.000
mol écules defluorochrome en solution. Le systéme MESF dépend fortement des précautions prises lors de la
préparation des hilles de calibration. Cette mesure rend compte de la quantité de fluorochrome fixée a la
cellule, mais pas réellement de larelation antigene / anticorps.

2.4 Capacité deliaison d’un anticorps (unités ABC ou AB/C)

La capacité de liaison d'un anticorps est définie comme le nombre de molécules d anticorps qu’une
particule, ou une cellule, est capable de lier lorsque cette derniere est en condition saturante. Ce n’est pas
comme on le rencontre a tort dans la littérature, une mesure de la densité antigénique (qui serait une mesure
du nombre de sites par unité de surface).

Les unités ABC ou AB/C, rencontrées dans la littérature sont souvent utilisées I’ une pour |’ autre. Pourtant il
existe une petite nuance entre cellesci : ABC, ou antibody binding capacity, implique un systeme a
saturation d'anticorps, tandis que les unités AB/C, ou antibody binding per cell, n'implique pas
nécessairement la saturation de la particule. L’ absence de standard international, a la fois pour les unités
MESF ou ABC prend ici toute son importance, surtout lorsqu’il s'agit de comparer entre elles différentes
approches quantitatives, comme nous le verrons plusloin.

La capacité de liaison d'un anticorps rend partiellement compte de I’ expression de son antigene spécifique.
En effet, la réaction antigéne / anticorps dépend de nombreux facteurs intercurrents. Parmi ceux-ci, notons
les réactions croisées, I’ existence de liaisons non spécifiques, I’ affinité et I'avidité de I’ anticorps pour son
récepteur, des problémes dencombrement stérique (particulierement dans le cadre de I'analyse
multiparamétrique, utilisant plusieurs anticorps couplés sur une méme particule ou cellule), de la valence de
Ianticorps, du nombre de molécules de fluorochrome / anticorps®. Enfin la taille du fluorochrome, telle la
phycoérythrine, peut entrainer des difficultés d'accessibilité aux sites antigéniques pour des raisons
d’ encombrement ®. Tous ces é éments doivent en principe étre maitrisés pour que la capacité de liaison ' un
anticorps refléte fidélement le nombre de sites antigéniques exprimés par la particule ou la cellule. Ceci rend
lamise au point plus difficile et nécessite beaucoup de rigueur dans I’ exécution des protocoles” .
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3 Lesdifférentes approches quantitatives actuelles

3.1 Laméthode de quantification en immunofluor escence dir ecte Quantum (] 1000,
Quantum Simply Cellular [0,QuickCal software[] (Flow Cytometry Standards
Corporation, BangsL aboratories) (Figure 2)

Depuis le début des années 90, Flow Cytometry Standards Corporation distribue des billes recouvertes par
une quantité croissante de fluorochrome, calibrées par comparaison avec ce fluorochrome en solution
(Quantum 1000%). La fluorescence des billes permet d'établir une courbe de référence qui traduit | échelle
relative de fluorescence (MFI) des cellules, en unités stoechiométriques de molécules de fluorochrome en
solution (MESF). En pratique, apres avoir décidé des réglages de I'instrument pour I'application de
quantification, on mesure la MFI associée a chacun des niveaux de fluorescence des hilles. Un graphique
semi-logarithmique de la MFI en fonction de la valeur MESF annoncée pour chaque bille permet d’ établir
une relation linéaire parfaite lorsque I’instrument est correctement aligné. Cette procédure a d'ailleurs été
étendue au suivi des performances des instruments “comme nous le détaillerons dans la suite. Afin d’ établir
larelation entre MFI et nombre de molécules d’ anticorps liées a une cellule, une bille de référence, Quantum
Simply Cellulard, permet de transformer I’ unité MESF en unité ABC. Cette hille, recouverte d un nombre
connu de molécules d’anticorps anti Ig de souris, est colorée a saturation avec le méme anticorps que celui
utilisé pour colorer les cellules. Lafluorescence de la bille, transformée en MESF sur la courbe de référence,
permet d' établir la relation entre nombre de sites fluorescents et MESF (rapport F/P, fluorescence/protéine).
La MESF de la cellule divisée par le F/P donne I’ABC de la cellule. Cette méthode n’est valable qu'en
immunofluorescence (IF) directe®. De plus, dans ce systéme, comme le montre la figure 2, le montage
d'anticorps n’est pas exactement le méme entre la bille Quantum et les cellules a quantifier. L’ anticorps
fluorescent est capturé par les anticorps de chévre anti immunoglobulines totales de souris fixés sur la bille
Simply Cellular par son fragment Fc, tandis qu’il se fixe sur le déterminant antigénique de la cellule par son
site Fab. Ceci engendre notamment, d’ apres certains auteurs, des seuils de saturation différents, plus élevés
pour labille que pour les cellules et par conséquent des erreurs dans la quantification®.

(Flow Cytometry Standards Corporation, San Juan, Porto Rico, USA, http://www.fcstd.com/)

(Bangs Laboratories, Fishers, IN, http://www.bangslabs.com/)

3.2 Laméthode de quantification en | F indirecte Qifikit (Poncelet, Dako, Biocythex)
(Figure 3)

L’ approche, dével oppée par Philippe Poncelet ‘et commercialisée par Dako et Biocytex, est une technique en
immunofluorescence indirecte. Des billes sont recouvertes avec un nombre croissant et connu de molécules
d’immunoglobulines G non couplées, spécifiques de I' antigéne a quantifier. Ces billes sont ensuite colorées
avec un anticorps de seconde couche, anti immunoglobulines de souris marqué avec le fluorochrome. La
MFI des billes permet d' établir une courbe standard qui traduit directement la MFI de la cellule en ABC.
Parallélement, dans cette approche, le montage anticorps spécifique et deuxieme anticorps est
rigoureusement identique entre les billes et les cellules. Cette technique permet de prendre en compte la part
des réactions non-spécifiques, en utilisant comme anticorps de premiére couche, un anticorps controle
isotypique. Le point crucial de la QFCM est de se rapprocher le plus possible des conditions de saturation de
la particule, et dans ces conditions, I'utilisation d'un premier anticorps non couplé est un avantage, qui
élimine les problémes d’encombrement stériques, dis a la taille de certains fluorochromes comme la
phycoérythrine®. Un autre avantage important est |a versatilité du systéme. Virtuellement, tous les antigénes
ayant un anticorps monoclonal peuvent étre analysés en unités ABC alors que les autres techniques limitent
la procédure aux anticorps déa couplés disponibles sur le marché. Enfin, I'immunofluorescence indirecte
permet d’ augmenter |e rapport signal/bruit.’°.

Par contre, cette approche réduit la quantification a un couple antigene/anticorps, alonge le temps de
manipulation et nécessite souvent des lavages entre les étapes de coloration. Toutefois, il faut noter que la
firme Biocytex a développé certaines procédures en « coloration sans lavage » (Platelet kit) 1°).

(Dako, Glostrup, Denmark, http://www.dako.com),

(Biocythex, Marseille, France, http://www.biocytex.com/)
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3.3 Laméthode de quantification en immunofluor escence dir ecte Quantibrite(] (BD
Biosciences)(Figure 4)
La méthode de Becton Dickinson (Quantibrite®) est la plus simple théoriquement mais la plus difficile du
point de vue technologique. Elle nécessite I'utilisation d'anticorps couplés a une et une seule molécule de
phycoérythrine (dit 1/1), ce qui réduit I'utilisation de cette méthode aux anticorps produits dans ces
conditions par la firme. La MFI des particules a quantifier est rapportée, en MESF, par référence a une
courbe standard de billes couplées & des quantités connues et croissantes de phycoérythrine ™.
Cette méthode donne directement des résultats en nombre de molécules d’ anticorps fixées ala surface de la
cellule. Ce nombre prend en compte la réaction antigéne-anticorps et les réactions non spécifiques que I’on
peut estimer en utilisant un anticorps de contr6le isotypique, qui N’ existe pas au catalogue mais peut étre
demandé afacon. Elle possede de tres bonnes potentialités, puisqu’il s agit d’ une procédure en IF directe qui
échappe aux problemes d’ affinité de I'immunoglobuline de capture du systeme Quantum Simply Cellular et
garde aussi toutes les potentialités du marquage multiple. Les seules limitations actuelles sont la disponibilité
des réactifs couplés 1/1 et |’ exclusivité de la quantification en PE.
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, http://www.bd.com/)

3.4 Utilisation d’un calibrateur biologique

D’ apres les travaux de Philippe Poncelet, le nombre de molécules de I'antigene CD4 est constant d’un
individu & I’ autre (aux alentours de 50.000 molécules par cellule) »* *? En postulant que ce paramétre peut
étre utilisé comme calibrateur biologique, Hultin et a publiérent une méthode éégante de calibration =°. La
moyenne des MFI de lymphocytes T colorés par du CD4 PE 1/1, sur un échantillon de donneurs normatix,
donne une concordance entre le nombre de molécules PE (50.000) et la fluorescence sur le canal FL2. Cette
correspondance est le facteur RFI (qui permet de quantifier n’importe quel antigéne coloré par un anticorps
PE /1.

Il est aussi possible d'utiliser des fantdmes érythrocytaires fluorescents comme calibrateur biologique en
remplacement des billes fluorescentes. Ce matériel, de production aisée et peu colteuse, possede les mémes
caractéristiques que les hilles utilisées dans les kits de calibration et peut ére marqué avec n'importe quel
fluorochrome *

3.5 L etest d'immunofluorescence utilisant des cellules stabilisées (SCIFA)

Le principal défaut des méthodes avec hilles réside dans la relation artificielle qui existe entre la bille et
|'anticorps marqué, et qui ne prend pas en compte les paramétres de la liaison antigene/anticorps qui
sétablissent normalement a la surface des cellules. Ainsi, elles ne permettent pas de détecter une éventuelle
dégradation de I'anticorps. En 1996, des chercheurs ont testé les performances d'une procédure de
stahilisation du sang périphérique et du sang de cordon ombilical pour les besoins de « I'UK NEQAS
Immunophenotyping External Quality Control Schemes »™. IIs ont montré, grace au systéme Qifikit, que la
procédure de stabilisation ne provoquait pas de modification majeure de I'expression des antigénes de
surface. Ainsi ce sang stabilisé, garde ses caractéristiques et peut servir de référence biologique. Outre le
contréle de qualité externe, pour lequel il a été créé, il peut fournir une aide précieuse dans le contréle interne
de la stabilité des réactifs de la procédure d'immunomarquage (vaidation de lot alot, contréle d'un anticorps
d'utilisation peu courante). Enfin, aprés quantification des antigénes d'intérét, il peut servir de calibrateur
biologique avec I'avantage qu'il conserve la relation antigéne-anticorps. La firme R& D propose déja ce type
de sang stabilisé. (Status Flow™ O, R&D, Minneapolis, MN, http://www.rndsystems.com/asp/c_index.asp).

3.6 Corrélation entre toutes ces méthodes

En absolu, le nombre de sites de fixation de I'anticorps, calculé par ces différentes approches peut
sensiblement varier, surtout si on compare les résultats générés par les sytemes Qifikit et Quantibrite d’ une
part, Quantum Simply Cellular d’ autre part °. Ainsi I'expression du CD4 sur les lymphocytes varie de 39000
a 173000 molécules. Le CD33 des monocytes passe de 4.400 a 16.000 molécules. Le nombre absolu du
CD45 passe respectivement de 119.000 a 565.000 molécules, 42.000 & 315.000 molécules et 18.000 a
124.000 molécules sur les lymphocytes, les monocytes et les neutrophiles. D’ autre part, ces mémes auteurs
trouveérent une variation d'un facteur 1.4 entre les lots de billes qui établissent les droites de calibration du
systéme Quantum Simply Cellular. Donc, actuellement Qifikit et Quantibrite semblent rapporter la méme
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évidence biologique, alors que QSC tend a la surestimer. La convergence entre les différentes méthodes
pourrait certainement bénéficier de I’ existence d’ un standard ®.

3.7 Leskitsde dosage des cytokines (Figure 5)

Enfin, une toute nouvelle approche du cytométre apparait. C'est le dosage de molécules en solution, par une
technique apparentée a un ELISA, sur billes, dont la fluorescence est analysée par le cytométre. Un cocktail
de hilles recouvertes chacune d’un anticorps de capture, permet le dosage simultané de plusieurs molécules
(actuellement des cytokines), qui sont révélées par des anticorps secondaires fluorescents. La firme
BioErgonomics commercialise différents kits préts a I’emploi dans ce contexte (Quanticytell Kkit,
ImmunoFlow-IFAO kit, BioE Inc., St Paul, MN, http://www.bioe.com/) . Ces kits permettent de caractériser
notamment le profil fonctionnel des lymphocytes T par les cytokines qu’ils produisent aprés activation.’®. De
méme BD Pharmingen dispose aussi d'un kit capable de déterminer le profil Th1/Th2 des lymphocytes T
humains (Cytometric Bead Array (CBA)O kit BD Pharmingen, http://www.pharmingen.com/).

L'avantage de cette technique par rapport aux traditionnelles méthodes d'analyse de la fonction des
lymphocytes T (test Elisa par exemple), est qu’elle combine I analyse multiparamétrique, en utilisant des
anticorps ciblant une sous-population des lymphocytes T, a la détection simultanée de plusieurs cytokines.
C’est une technique rapide et bien adaptée a I’ étude de petits échantillons cellulaires, comme I’ ont démontré
Carson et a, qui ont mesuré simultanément 15 cytokines dans 100 microlitres d’ échantillon alors qu’une
technique Elisa traditionnelle en aurait demandé quinze fois plus *. Le probléme majeur, récurrent & toute
méthode de quantification, est I’ absence de standards internationaux. En effet, chaque technologie possede
ses propres calibrateurs et variations inter-lots, ce qui rend quelquefois ardues les comparaisons, entre ces
méthodes entre elles d’ abord, et avec les techniques Elisa traditionnelles ensuite.

4 LaCMFQ, changements conceptuels, impératif et limitations.

4.1 Nouveaux concepts associés a la cytométrie de flux quantitative

Dans |'approche classique de la cytométrie de flux, la positivité pour |'expression d’'un antigéne est traduite en
pourcentage d’ événements dont la fluorescence est supérieure & un seuil, par rapport a une population dite « négative ».
La définition méme de cette population a toujours posé un probléme en cytométrie. Ce seuil peut étre défini sur une
population cellulaire non marquée (autofluorescence) ou marquée par un anticorps de contrél e i sotypique, ou encore par
rapport a une population de référence, présente dans I’échantillon a analyser dont on sait qu'elle n’exprime pas le
marqueur a quantifier (contréle interne). Ces différents choix faits par I utilisateur sont toujours soumis a la vindicte et
toujours insatisfaisants *®. Dans certains systémes, notamment pour le diagnostic des leucémies aigués, la positivité
d'une population est, elle, définie si elle excede 20 ou 30 %. Toutes les tentatives visant a établir des classifications ou a
standardiser des procédures ont toujours fait |'objet d’dpres discussions dans la littérature . Quand un marqueur est
physiologiquement toujours exprimé, comment définir une perte d'intensité? Les réponses en pourcentage sont trop
liées a des facteurs subjectifs, dépendant de I’ instrument, de I’ utilisateur et des méthodes de coloration (choix des clones
d'anticorps et surtout de la brillance des fluorochromes).

L’ approche quantitative modifie radicaement la définition des populations. Si la population a une fluorescence
homogeéne, sa distribution de fluorescence est définie par un chiffre; celui de la MFI. Il y a donc des populations
n’exprimant pas la molécule et dont la MFI est basse et des populations exprimant la molécule et dont la MFI est plus
élevée. Il importe peu qu'il y ait ou pas un recouvrement de la distribution de fluorescence. La normalité est définie,
comme classiquement en biologie clinique, par rapport a une population normale de référence. Les valeurs de référence
correspondent & la moyenne des MFI des contréles sains, plus ou moins deux écarts types (DS ; déviation standard). En
prenant 33 donneurs sains, on peut définir un intervalle qui encadre laMFI du CD22 des lymphocytes B normaux ( par
exemple la moyenne des MFI + deux écarts types). Ainsi, |’ expression d’'un marqueur chez un patient peut étre élevée
(MFI> moyenne +2DS), trés élevée (MFI> moyenne+3DS), normale comprise entre moyenne — 2DS et moyenne + 2DS
ou, enfin, basse (MFI< moyenne -2DS), tres basse (MFI< moyenne -3DS). Par exemple, presque 100% des
lymphocytes B expriment le CD22 .Chez nous, |a zone de référence s établit entre les canaux 159 et 178 (moyenne + 2
DS) et, par exemple, la MFI du CD22 dans la LLC est quasiment toujours inférieure a 100 dans nos conditions de
procédure. Il N’y a donc plus référence a une indéfinissable population négative. (voir table 1). On peut voir aussi que
d'une série de normes a |’ autre, en changeant uniquement de lots de clones, les valeurs normales ne se modifient guere,
tenant compte du changement de population de référence et de la dérive analytique de I'instrument. Seules les
conditions préanal ytiques doivent étre rigoureusement respectées. Dans des conditions pré-analytiques standardisées, la
table 2 montre I’ évolution de la MFI sur des marquages réalisés en triplicate 2, 4 et 24 heures aprés |e prélévement. Ces
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résultats montrent une stabilité différente des marqueurs au cours du temps, avec un CV de I’ ordre de 2% pour CD5,
CD21, CD20, 3 a4 % pour CD22, CD23 et CD38, nettement plus élevé, 13% pour FMC7 (celui-ci étant unelg M n'est
pas un bon candidat pour la quantification).

4.2 |mpératifsdelaprocédure

La CMFQ imposera, a terme, une standardisation a |’échelon international. Dés a présent, elle impose
localement I'établissement de procédures pré-analytiques et analytiques rigoureuses. L'influence de
I’exécution de I'analyse est telle qu'elle impose un respect strict des temps d’incubation, des quantités
d'échantillon et de réactif, du choix des panels d’ anticorps, des fluorochromes utilisés et des différents lots
de clones. De plus, le contrdle de la stabilité de I'instrument et des réactifs de calibration est nécessaire. Si
tout n'est pas encore optimalisé, des progres importants ont été accomplis par les constructeurs pour nous
fournir des instruments stables. La table 3 montre les résultats du suivi de notre instrument sur une période
de 6 mois a I'aide du kit Quantum1000, pour les canaux FITC/FL1 et PE/FL2 pour chacun des quatre
niveaux de fluorescence des billes du kit. La variation de la MFI des billes est de I’ ordre de 2% pour chaque
niveau de fluorescence. Nous avons aussi étudié la concordance des instruments dans une étude
multicentrique®®, impliquant 13 laboratoires de Belgique. Les 20 instruments (6 Facscan, 3 Facscalibur, 2
Facsort, 6 Epics XL, 2 Elite, 1 Cytoron Absolute) ont été comparés en utilisant la procédure de contréle des
performances des instruments décrite par Schwartz en 1996 *.

Ici aussi, nous avons observé une concordance des mesures aux aentours de 2% entre les instruments et des
performances honorables pour |’ensemble des analyseurs de routine (voir table 4). L’analyse des
performances de notre instrument sur 2 ans, a montré la faible influence des interventions de maintenance
mais aussi une instabilité des lots de billes de calibration (Quantum 10007) (voir Figure 6), qui '’ a, toutefais,
pas masqué une diminution lente, mais réguliére du coefficient de réponse du canal FL1 (voir Figure 7).

L’ utilisation commune dans un groupe belgo-hollandais, du méme lot de billes Quantum 1000 et I’ adoption
d’une fenétre de lecture de la fluorescence standardisée, aains permis de comparer des résultats générés sur
des sites différents, utilisant différents analyseurs de routine et & déboucher sur une réduction des variabilités
analytiques inter-laboratoires®

4.3 Limitation des méthodes quantitatives

Le probleme majeur de la quantimétrie est lié a I’absence de « mesure étalon » pour la fluorescence qui
permettrait aux fabricants et aux utilisateurs de systémes de quantification de se standardiser. Ceci explique
les différences notables, qui ont été mentionnées plus haut, dans la numération absolue des sites antigéniques
présents ala surface d’une méme cellule.

Un autre probléme réside dans | étude statistique des histogrammes générés par les programmes qui pilotent
les cytometres. || n’est statistiquement pas correct de mesurer une moyenne ou une médiane de fluorescence
sur des histogrammes présentant plusieurs pics de fluorescence, ou une distribution non log-normale. Par
exemple, dans I'étude de la maladie résiduelle, il est parfois délicat de séparer la fluorescence des
populations « normales » et « pathologiques ». De plus, ¢’est parfois une approche approximative lorsque les
histogrammes se distribuent sur plusieurs décades. Toutefois, nous avons pu observer que c'est cliniquement
utilisable, par exemple, dans le cas de la fluorescence de FMC7 pour le diagnostic de la leucémie lymphoide
chronique B.

4.4 | esparamétresa maitriser en CMFQ
Des progrés substantiels ont été réalises pour envisager une approche quantimétrique du diagnostic en

cytométrie de flux. Toutefois, des incertitudes subsistent dans I’instrumentation, les réactifs et les cellules
examinées” et de nombreux paramétres doivent étre contrdlés avant de démarrer.

4.4.1 Dans l'instrumentation

Il faut

y vérifier lalinéarité de la mesure du signal fluorescent sur I’ entiéreté de la zone de mesure

y Utiliser des calibrateurs biologiques pour paramétrer les instruments.

Yy Tenir compte de I influence des autres fluorescences en mode multiparamétrique. Cette influence dépend
a la fois de I'intensité de fluorescence des autres marqueurs mais aussi d'éventuels phénomenes de
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compétition pour I'accés a la cellule. Les combinaisons d' anticorps fluorescents doivent donc étre
scrupul eusement étudiées en associant un, puis deux, puis éventuellement, trois marqueurs ensemble.
L’ utilisation de contr6les stables pour corriger les fluctuations intra-assay ou intra-tube.

4.4.2 Dans les réactifs

A4

< <K

La standardisation des clones d' anticorps monoclonaux utilisés pour la quantimétrie et aussi en ce qui
concerne des variations minimes d' affinité, de valence, de conjugaison avec les fluorochromes et F/P
ratio.

La stabilité de ces réactifs dans un stockage ou une utilisation along terme.

Lavariation inter-lots des monoclonaux et des réactifs de calibration (billes).

La sélection d' autres fluorochromes qui viendraient épauler la phycoérythrine (FITC est sensible a des
variations de F/P ratio et de self-quenching et interfére avec |’ autofluorecence, PerCP est photolysable,
certains tandems montrent un transfert d’ énergie incomplet et sont de piétres candidats)

Fixation non spécifique de certains monoclonaux conjugués (certains PE-Cy5 conjugués se fixent non
spécifiquement sur des récepteurs Fc Ig G de type 1 sur les monocytes)®

4.4.3 Dans les cellules elles-mémes

L4

5

La sélection d'un systéme capable de reconnaitre une réelle expression antigénique indépendante des
expressions artéfactuelles générées par un mauvais réglage du cytometre, une mauvaise conjugaison des
monoclonaux, une autofluorescence parasite, qui sont le lot quotidien des chercheurs du « Flowland ».

L’ effet des méthodes de coloration, de lyse, de conservation, de blocage des échantillons.

Conclusions

Ces résultats montrent que la CMFQ peut désormais s'intégrer dans la routine clinique au prix d’'une plus
grande rigueur d’ exécution et I’ utilisation de nombreux contréles au cours du temps. Toutefois, |" apparition
de préparateur d’ échantillon et la production par I'industrie de réactifs et de controles plus stables permettent
d’envisager a terme d'automatiser la CMF sous la forme d'analyseur dosant I’ expression de molécules
membranaires comme on dose une mol écule plasmatique.
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