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Le diagnostic des leucémies aigués (LA), bénéficie a
l'heure actuelle de différents outils complémentaires. Méme si
la classification FAB (Franco-Américaine-Britannique) reste la
référence, il n'en demeure pas moins vrai que 1l'introduction des
anticorps (Ac) monoclonaux a ouvert des perspectives nouvelles
en associant des profils immunologiques aux différents types de
leucémies aigués.

Des techniques immunocytochimiques utilisant différents enzymes,
phosphatase alcaline et peroxydase, associés & des systémes
d'amplification, complexes phosphatase alcaline anticorps anti-
phosphatase alcaline (APAAP) ou peroxydase anticorps anti-
peroxydase (PAP) ou avidine-biotine peroxydase (ABC), permettent
de travailler directement sur frottis sanguins ou médullaires.

Ce travail propose une mise au point de la technique
a 1'APAAP sur lame, afin de répondre au probléme posé par les
moelles pauvres en blastes dont 1'étude est difficile & réaliser
par immunofluorescence en cytométrie de flux.




LES LEUCEMIES AIGUES

RAPPELS




I.1 — LE DIAGNOSTIC DES LEUCEMIES
AIGUES

Les leucémies aigués (LA) sont dues & la prolifération incontrélée
de clones cellulaires transformés, qui envahissent les organes hémato-

poiétiques et parfois le sang.

Les clones cellulaires sont constitués de cellules souches
hématopoiétiques appelées leucoblastes ou blastes, qui ont perdu leur
capacité de maturation.

En 1l'absence de traitement, ce type d'affection conduit

généralement vers la mort de fagon rapide.

Aussi, il est essentiel de poser un diagnostic dont la précision
permetira d'adapter le traitement : pour cela, on dispose de plusieurs
moyens complémentaires qui associent la clinique, la cytologie, la

cytochimie, 1'étude ultrastructurale, la cytogénétique et 1'immunologie.

I.1.1 - CLINIQUE

Il est difficile de dresser un tableau clinique typique des LA &
cause de la trés grande variabilité des 1lésions tumorales, des

complications et des degrés de gravité.

L'installation des troubles est rapide et le plus souvent, le

patient arrive dans un état grave.

Le diagnostic doit é&tre évoqué devant 1'association d'une
pancytopénie, d'un état infectieux et d'un syndrome tumoral touchant les

organes hématopoiétiques : ces trols signes représentant le cas le plus

classique.

Par ailleurs, 11 est indispensable pour poser le diagnostic de LA
de confirmer les signes cliniques grice A& 1'analyse des cellules tumorales

qui débute toujours par 1'étude cytologique.

&




I1.1.2 - CYTOLOGIE

Dans la majorité des cas, 1'hémogramme montre une pancytopénie avec
hyperleucacytose due essentiellement & la présence de cellules blastiques.
Néanmoins, devant toute pancytopénie, avec ou sans blastose périphérique,

le myélogramme s'impose. C'est sur celui-ci que s'effectuera le diagnostic

cytologique.

Habituellement, le frottis médullaire est riche et permet une étude
morphologique précise. En cas de myélofibrose, la réalisation d'une biopsie

médullaire est nécessaire mais rend 1'étude cytologique plus difficile.

A 1'heure actuelle, le typage morphologique des LA repose sur la

classification FAB (cf 1I.1.4.), qui associe également 1'analyse
cytochimique.

1.1.3 - CYTOCHINMIE

Les réactions cytochimiques, indispensables et réalisées sur
frottis médullaire, permettent de révéler la présence d'enzymes spécifiques

d'une ou plusieurs lignées cellulaires.

On recherche principalement la myéloperoxydase, les estérases et la
coloration au PAS (acide périodique et réactif de Schiff). La présence
d'une myéloperoxydase signe le caractére myéloide des blastes : c'est la

premiére réaction cytochimique mise en oeuvre & 1la suite du diagnostic
cytologique,

¥éanmoins, la positivité de ces réactions pour un type cellulaire

est inconstante : une réaction négative n'exclut pas le diagnostic de LAN.

I.1.4 — CLASSIFICATION FAB

Jusqu'au milieu des années 1970, le diagnostic des LA ne
bénéficiait d'aucune classification bien standardisée.




Aussi, afin d'uniformiser les résultats et comparer les séries sur
le plan international, un groupe de coopération franco—américain-
britannique (FAB) a proposé en 1976 une premiére classification des LA
(BENNETT et coll. 1976), qui a été modifiée et complétée par la suite, en

1081 pour les LAL (BENNETT et coll. 1081) puis en 1082 pour les LAY
(BENKETT et coll. 1982).

A 1'heure actuelle, la classification FAB est pratiquement admise

et appliquée dans tous les laboratoires.

I.1.4.1 - FAB et LAL

Depuis la premiére classification FAB des LA en 1976 (BENRETT et
coll. 1976) définissant trois types morphologiques L1, L2, L3, les criteres
ont été révisés en introduisant un systéme de scores pour les L1 et L2
(BERFETT et c011.1981). Celui-ci tient «compte du rapport nucléo-
cytoplasmique, de la présence, de la visibilité et du nombre de nucléoles,

de la régularité de la membrane nucléaire et de la taille des cellules.

I.1.4.2- FAB et LAK

Le groupe FAB a classé les LAX en sept types morphologiques de X1 a
M7 (BEFNETT et coll. 1976) : nous insisterons sur la mise en évidence de la
myéloperoxydase nécessaire & 1'exclusion d'une LAL ou d'une M7. Le
tableau I donne les pourcentages des cellules présentes dans les LAN, M1 a

¥6, et entrant dans leur classification.
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En ce qui concerne la LAM6, BEFNETT (1985a) a proposé une nouvelle
classification pour faciliter sa différenciation avec un syndrome myélodys-

plasique (cf figure 1).

Le diagnostic de la LAM7 repose sur 1l'examen de frottis sanguin et
la mise en évidence en microscopie électronique & transmission de
peroxydase plaquettaire dans les blastes (BENNETT et coll. 1985b).

I1.1.5 — ULTRASTRUCTURE

L'eétude ultrastructurale des blastes en microscople électronique a

transmission a été riche d'enseignement.

En effet, la cytochimie ultrastructurale a permis d'identifier des
blastes d'aspect cytologique indifférencié notamment par la mise en

évidence des peroxydases, myéloperoxydase ou peroxydase plaquettaire
(BRETON,.. GORIUS et coll. 1981).

Par ailleurs, la présence de ferritine liée & la membrane permet
d'identifier les érythroblastes dans les leucémies érythroblastiques
(REIFFERS et coll. 1085). Néanmoins, cette technique est lourde et néces-

site un appareillage colteux associé aux compétences d'un spécialiste.

I.1.6 — CYTOGENETIQUE

L'étude du caryotype dans les LA montre souvent des anomalies.
Celles-ci sont variables, sans caractére systématique, présentes seulement

dans une partie des cellules et disparaissent avec la rémission compléte.

Certaines de ces anomalies permettent cependant d'identifier les
blastes : par exemple, le chromosome 14q+ serait spécifique de la lignée
lymphoide B (CIMINO et coll. 1978) ; 1la translocation 15-17 [t(15q+ ;
179-)]1 se rencontre uniquement dans la LAM3 (COLOMB et coll. 1976).

Néanmoins, 1'étude cytogénétique n'est réalisée qu'a titre

exceptionnel et dans ce cas, & visée épidémiologique.
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I1.1.7 — IMMUROLOGIE

L'étude immunologique des blastes a tout d'abord bénéficié de la
mise au point de techniques de marquage des lymphocytes. Les techniques
usuelles, rosettes de mouton (lymphocytes T) et mise en évidence des
immunoglobulines de surface sur les lymphocytes B, ont fait apparaitre
trois groupes de LAL (T, B, non B- non T) qui restent & 1'heure actuelle
1'élément majeur de leur classification. En ce qui concerne les LAN,

1'apport de 1'immunologie apparait secondaire.

L'application des anticorps monoclonaux dans le domaine de
1'hématologie, quelques années seulement aprés leur découverte (TRAGER et
JENSEN 1976), a été le détonateur qui a permis 1'établicsement des premiers
profils immunologiques des LA. La révélation des antigénes par les

anticorps monoclonaux utilise des marqueurs différents, ce qul permet de

distinguer trois techniques principales :
-~ 1'immunofluorescence

- 1'immunogold

- 1'immunoenzymologie.

I.1.7.1 - Cytométrie en flux

A 1l'heure actuelle, 1'immunofluorescence bénéficie de 1'automa-
tisation grace au cytométre em flux. Ce dernier analyse les cellules a
partir d'une suspension cellulaire qui doit comporter 105 & 105 cellules

par millilitre. L'étude des échantillons pauvres en cellules est exclue de
la technique.

Les cellules (sang, moelle osseuse, ganglion) sont pré-enrichies au
Ficoll, en gradient de centrifugation, avant d'é&tre triées par l'appareil :
ceci améliore le rendement et la qualité du marquage. Aprés leur mise en
suspension, les cellules sont incubées avec l'anticorps nmnoclonal,vpuis
avec l'antiglobuline fluorescente, et injectée par pression en flux
laminaire, ce qui les aligne & la vitesse de 100 a 5000 par seconde sur le
trajet d'un faisceau laser. Chaque cellule est analysée sur plusieurs

paramétres parmi lesquels la taille, la densité et 1'intensité de 1la

fluorescence émise.
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Cette technique d'immunoflucrescence indirecte présente 1'avantage
d'étre rapide ; elle donne une quantification précise et analyse une large

population cellulaire. De plus, elle permet le double ou triple marquage

d'une méme cellule,

L'étude de plusieurs marqueurs en paralléle permet d'établir le
profil immunologique d'une hémopathie. En pratique courante, la procédure
s'effectue en deux temps : tout d'abord, on utilise un panel de dépistage
regroupant marqueurs myéloides et lymphoides ; par exemple CD2, CD7,

(cellules T)) CD10, CD19 (cellules B), CD13, (D14 (cellules myéloides),
HLA-DR <(cellules myéloides et lymphoides), puis d’autres marqueurs

complémentaires affinent le diagnostic dans un deuxiéme temps.

L'immunocytométrie en flux est sans doute dans ce domaine la

technique la plus utilisée en pratique médicale courante.

1.1.7.2 - Immunogold

Le marquage 4 1'immunogold est une méthode indirecte qui utilise un
anticorps secondaire couplé & 1l'or colloidal. La forte densité aux
électrons de l'or colloidal associée & la possibilité de sélectionner la
taille des particules en font une technique particuliérement adaptée aux
études ultrastructurales (ROTH J. 1083).

I1.1.7.3 - Immunocytochimie : APAAP — ABC

Les méthodes immunocytochimiques permettent de révéler des
antigénes cellulaires sur frottis par des techniques directes ou
indirectes. Ce dernier type de marquage est beaucoup plus sensible et

l'utilisation de systémes amplificateurs abaisse encore le seuil de
détection.

En microscopie optique, 1le wmarquage des anticorps s'opére
couramment avec des enzymes : les plus utilisés sont la phosphatase

alcaline et la peroxydase.

On décrit par ailleurs deux systémes d'amplification :




_11_

- systéme enzyme/anti-enzyme
(Peroxydase / Ac antiperoxydase = PAP)
(Phosphatase alcaline / Ac antiphosphatase alcaline = APAAP)

- systéme avidine - biotine couplé a la peroxydase
(ABC : avidin biotin complex)

Néanmoins, ces méthodes sont encore peu utilisées en pratique

hématologique courante car leur mise en oeuvre est longue et 1'interpréta-
tion délicate.

N¥ous avons choisi cependant d'ad@pter la technique de marquage

utilisant 1'APAAP, & 1'immunophénotypage des L.A. sur lame.
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I.2 — LES PROFILS IMMUNOLOGIQUES

Les profils immunologiques des LA ont pu &tre définis grace a

1'étude de grandez séries et 1'utilisation d'un panel d'anticorps
monoclonaux.

I1 faut souligner qu'il n'existe pas de marqueur spécifique des
cellules blastiques : tous les antigénes sont exprimés a un stade ou

1'autre de la différencia-tion cellulaire normale.

I1.2.1 - PROFILS IMMUNOLOGIQUES AU COURS DE
LA DIFFERENCIATION MEDULLAIRE

I.2.1.1 - Myélomonacytaire, érythrocytaire, mégacaryocytaire

Sur la figure 2, scont représentés les principaux antigénes de

différenciation exprimés en surface des cellules.

1.2.1.2 - Des cellules T et B

Les figures 3 et 4 permettent de visualiser les antigénes au cours

de la différenciation des cellules T et B.

1.2.2 - PROFILS IMMUROLOGIQUES AU COURS DES LA

T o e e s e e et et e e e o o s s e e

Le classification immunclogique des LAL est fondée sur les modéles
proposés par REINHERTZ E.L. (1980 et DONGEN J.J.M.(1987), pour les LAL T
(cf figure 5), par NADLER (1984) pour les autres LAL (cf figure 6).
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et mégacaryocytaires
(d'aprés DREXLER et coll. 1988)
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L'intérét pronostique des profils immunologiques des LAL a été

nettement défini pour les quatre LAL les mieux définies sur le plan

immunologique. Ainsi, du meilleur pronostic au plus défavorable, on classe:

- chez les enfants : ¢ LAL > Null-LAL > T-LAL > B-LAL
(C LAL = Common LAL = blastes portant 1l'antigéne CALLA
= common acute lymphoblastic leukemia antigen) ; cet antigéne

est commun aux lymphocytes des LLC et aux thymocytes.
- chez les adultes : T-LAL > ¢ LAL » Null-LAL > B-LAL

(DREXLER et coll. 1988)

1.2.2.2. - LAK

Les profils immunologiques des LAM semblent présenter un moindre
intérét pronostique. Féanmoins, la classification immunologique des LAK est

fondée sur les modéles de GRIFFIN (1983) (cf figure 7).

Four conclure cette premiére partie, il faut souligner que 1'on
tente actuellement de plus en plus d'établir des corrélations entre les
différentes approches diagnostiques. Cela a débouché sur une nouvelle
classification morphologique, immunologique et cytogénétique : la
classification MIC. La premiére réunion du First MIC Cooperative Study
Group a eu pour théme les leucémies aiguds lymphoblastiques (First KIC
Cooperation Study Group, 1986), la seconde a traité des LAM (Second XIC
Cooperation Study Group 1986).

Néanmoins, jusqu'd nos jours, la classification FAB reste 1la plus
largement utilisée dans les laboratoires d'hématologie pour le diagnostic
des LA.
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L'introduction des anticorps monoclonaux en hématologie, au cours

de l'année 1081, a fait entrer l'analyse immunologique dans la pratique
hématologique courante.

Les premiéres études ont été réalisées en immunofluorescence
indirecte, sur cellules fraiches de sang ou de moelle. Mais malgré leur
simplicité et leur fiabilité, elles souffrent de quelques inconvénients en
utilisation de routine.

En effet, les échantillons doivent &tre traités dans les 24 heures;
de plus, il n'est pas possible d'observer la morphologie des cellules
marquées ; les préparations ainsi traitées ne peuvent pas &tre conservées

longtemps ni réexaminées et 11 faut une population cellulaire assez

homogéne,

Les techniques immuncenzymatiques sur frottis se sont donc
développées parallélement, offrant 1'avantage d'un examen simultané de la
morphologie cellulaire, d'une bonne conservation des échantillons, marqués

Ou non, et de l'analyse possible des échantillons contenant peu de blastes.

IT.2.1 - PRINCIPE DE LA TECHNIQUE APAAP

La technique de marquage & 1'APAAP est une méthode de détection
immunologique indirecte sur lame (MOIR D.J et coll. 1683, CORDELL J.L. et
coll. 1984).

L'anticorps de liaison est 1ié au complexe APAAP, constitué par de
la phosphatase alcaline animale liée & un anticorps monoclonal de souris

antiphosphatase alcaline (cf figure 9).
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IT.1 — HISTORIQUE

L'introduction des anticorps monoclonaux en hématologie, au cours

de l'année 1981, a fait entrer 1l'analyse immunologique dans la pratique

hématologique courante.

Les premiéres études ont été réalisées en immunofluorescence
indirecte, sur cellules fraiches de sang ou de moelle. Mais malgré leur
simplicité et leur fiabilité, elles souffrent de quelques inconvénients en

utilisation de routine.

En effet, les échantillons doivent &8tre traités dans les 24 heures;
de plus, il n'est pas possible d'observer la morphologie des cellules
marquées ; les préparations ainsi traitées ne peuvent pas étre comservées
longtemps ni réexaminées et il faut une population cellulaire assez

homogéne.

Les techniques immunoenzymatiques sur frottis se sont donc
développées parallélement, offrant 1'avantage d'un examen simultané de la
morphologie cellulaire, d'une bonne comservation des échantillons, marqués

ou non, et de l'analyse possible des échantillons contenant peu de blastes.

IT.2 — IMMUNOCYTOCHIMIE EN APAAP

I1.2.1 - PRINCIPE DE LA TECHNIQUE APAAP

La technique de marquage & 1'APAAP est une méthode de détection
immnologique indirecte sur lame (MOIR D.J et coll. 1083, CORDELL J.L. et
coll. 1984).

L'anticorps de liaison est 1ié au complexe APAAP, constitué par de
la phosphatase alcaline animale liée & un anticorps monoclonal de souris

antiphosphatase alcaline (cf figure 9).




AP AP

Complexe APAAP
= (phosphatase alcaline (AP)+
Ac monoclonal de souris

anti-AP)

Ac de lapin
Anti-Ig de souris

= Ac de liaison

Ig de souris (= Ac monoclonal)

7 lll|41 Ag tissulaire

Figure 8 : Représentation schématique de la technique de marquage
a 1'APAAP
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Cette technique se découpe en quatre étapes :

1. Fixation de 1'anticorps monoclonal spécifique de 1'antigéne
2. Fixation de 1l'anticorps de liaison

3. Fixation du complexe APAAP

4. Révélation de la réaction par le substrat de la phosphatase

alcaline

Il existe également un systéme analogue & 1'APAAP, fondé sur une
révélation peroxydasique (PAP method) (MASON D.Y. et coll. 1077). Néanmoins,
cette méthode, malgré sa trés grande sensibilité, pose un probléme quand on
a affaire a un échantillon riche en éléments myéloides dotés d'une
peroxydase puissante : ceci nécessite une étape d'inhibition de 1la
peroxydase endogéne au cours de la manipulation (par le méthanol + H202).
De plus, l'observation est plus facile avec le marquage APAAP qui offre une

coloration rouge, la coloration brune du PAP étant moins contrastée.

Dans la technique APAAP, la phosphatase alcaline endogéne des

polynucléaires est inhibée par le lévamisole ajouté & la solution substrat.

De plus, on peut augmenter 1'intensité de la réaction finale par la

répétition des étapes 2 et 3 : on parle d'amplification de la réaction (cf
CORDELL et coll. 1984).

I1.2.2 — MATERIEL

I1.2.2.1 - Echantillons

On travaille sur frottis de sang ou de moelle osseuse.

- Soit sur frottis frais : frottis gardés au moins 24 heures (pour
une bonne fixation du frottis) et moins de 7 jours & température du labo-

ratoire, 4 1l'abri de la lumiére et de la poussiere.

- Soit sur frottie congelés : a -20°C ou -80°C (pour umne plus
longue conservation), emballés dans du papiler aluminium, lames dos a dos,

deux lames par paquet. Ne décongeler les lames que le jour de leur
utilisation.




- 17 -

Cette technique se découpe en quatre étapes :

1. Fixzation de 1'anticorps monoclonal spécifique de l'antigéne
2. Fixation de 1'anticorps de liaison

3. Fixation du complexe APAAP

4. Révélation de la réaction par le substrat de la phosphatase

alcaline
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polynucléaires est inhibée par le lévamisole ajouté a la solution substrat.

De plus, on peut augmenter 1'intensité de la réaction finale par la

répétition des étapes 2 et 3 : on parle d'amplification de la réaction (cf
CORDELL et coll. 1684),

I1.2.2 — MATERIEL

I11.2.2.1 - Echantillons

On travaille sur frottis de sang ou de moelle osseuse.

- Soit sur frottis frais : frottis gardés auv moins 24 heures (pour
une bonne fixation du frottis) et moins de 7 jours a température du labo-
ratoire, & 1'abri de la lumiére et de la poussiére.

- Soit sur frottis congelés : & -20°C ou -80°C (pour une plus
longue conservation), emballés dans du papier aluminium, lames dos & dos,
deux lames par paquet. Ne décongeler les 1lames que le jour de leur
utilisation.




la décongélation est rapide

il faut laisser les lames emballées

dans le papier aluminium pendant une heure & température ambiante

évite la condemnsation sur le frottis.

11.2.2.2 - Anticorps monoclonaux

Hous avone utilisé un panel d'anticorps monoclonaux, parmi ceux qui

sont le mieux adaptés & des techniques sur lames (cf tableau II).

ARTICORPS NOX ISOTYPE

MONOCLOBNAL COMMERCIAL
anti- Source
CD2 Immunotech 10T11 1gG
CD3 Immunotech 1013 I1gG
CDh5 Becton Dickinson/ Leul /7 IOT1 IgG

Immunotech
CD7 Immunotech 10T7 IgG
CD1i0 Immunotech/Coulter I0TS / J5 CALLA IgG/IgG
CD11b Immunotech I0M1 IgG
Cp13 Coulker My7 1gG
CD14 Immunotech/Coulter IOM2 / My4 IgG/IgG
Cbhi5 Becton Dickinson LeuMl Igh
CD19 Immunotech/Dakopatts | I0B4/CD19 Dako IgM/1gG
CDh20 Coulter Bl IgG
CD22 Dakopatts CD22 Dako 1gG
CD33 Coulter L1B1 1gG
HLA-DR Immunotech 10T2A IgG
CDV41 Dakopatts CDV41 Dako Igh
Anti IIla Dakopatts I1Ia Dako 1gG
Tableau II : Source des AC

Certains Ac sont issus d'un second fabricant lors de leur renou-—

vellement, lorsque le premier ne nous a pas donné entiére satisfaction.
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I1.2.2.3 -~ Fixateurs

De trés nombreux fixateurs potentiele sont disponibles. Héanmoins,
la fixation est un compromis entre la préservation de ltantigene et 1la

conservation de la morphologie cellulaire.

Ainsi, la présence de formol dans un fixateur permet de conserver
la morphologie mais détruit certains antigénes. L'acétone conserve mieux
des antigénes labiles et révéle les antigémes intracytoplasmiques, mais la
morphologie cellulaire est moins bien préservée. Le méthanol lése la

membrane et permettrait d'accéder a des Ag cytoplasmiques.

Seront utilisés dans ce travail 1le BFA, 1l'acétone, 1'acétone-

méthanol-formol.

BFA (Buffer formalin aceton)
¥aHP0O4 12H20 40 mg

KH2 P04 120 nmg
H20 distillée 30 ml
Acétone 45 ml
Formol 40% 25 ml

Ajuster a ph 6,6
Filtrer

Se conserve un mois & + 4°C
Acétone
Acétone tamponnée : acétone & 10% de TBS (ph 7,6) (cf I1.2.2.4)

Acétone pure

Acétone - Méthanol - Formol (AMF) (préparation extemporanée)

Acétone pure 19 volumes
Méthanol 19 volumes

Formol 2 volumes

Acétone - Méthanol - Formol tamponné
AMF 2 10% de TBS ph 7,6
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11.2.2.4 - REACTIFS APAAP

Nous avons successivement utilisé les produits fabriqués par
Immunotech sous forme de kit, puis ceux de Dakopatts livrés sous forme de
produits indépendants. Il s'est en effet avéré que les produits en kit ont

un coit plus élevé et offrent une moins grande souplesse de travail.

11.2.2.4.1 - Le kit Immunotech (KIT APAAP réf. 0412)

Le kit Immunotech fournit 1l'anticorps de liaison et le complexe

APAAP prédilués, préts a4 1l'emploi. Le substrat est fourni sous forme de
pastilles.

La méthodologie donnée par le fabricant a été suivie :
1. Description des réactifs (kit réf. 0412)

Flacon 1 : 10 ml d'anticorps de chévre anti-IgG (chaine lourde et chaine
légére) de souris purifié prédilué en tampon TBS pH 7,6, serum
albumine bovine 1 g/1, azide de Na 0,015 X

Flacon 2 : 10 ml de complexe APAAP prédilué en TBS pH 7,6, serum albumine
bovine 1 g/1, azide de Na 0,015 X

Flacon 3 : 10 pastilles de substrat de phosphtatase alcaline contenant du
. Naphtol AS-MX phosphate
Fast red TR

Levamisole

Flacon 4 : 20 ml de tampon Tris HC1 O,1 ¥ a pH 8,2.

2. Préparation du tampon TBS (tampon de lavage)
(Tris buffered saline, tampon de lavage)
(0,05 Tris ; 0,15 ¥ ¥aCl pH 7,6)

Solution Stock A (0,5 ¥ / pH 7,6)
. Dissoudre 60,55 g Tris dans 1 1 d'H20 distillée
. Ajuster a pH 7,6 avec HCl concentré
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Solution Stock B (1,5 X¥)
Dissoudre 87,66 g NaCl dans 1 1 d'H20 distillée

Solution de travail = TBS pH 7,6

Solution A 100 ml
Solution B 100 ml
Eau distillée QSP 11

Ajuster a pH 7,6

3. Préparation de la solution substrat

Dissoudre une pastille dans 2 ml de tampon Tris (flacomn 4).
Agiter vigoureusement & 1‘aide d'un vortex. Filtrer.

b : cette solution doit étre utilisée damns les 30 minutes.

11.2.2.4.2- Les réactifs Dakopatts

Nous avons utilisé 1'anticorps de 1liaison (Ré&féremce 2259) et
1'APAAP (référence D 651) de Dakopatts (Danemark).

Anticorps de liaison : Immunoglobuline (Ig) de lapin anti IgG

(chaines lourdes et légéres) de souris

Complexe APAAP : Complexe formé par la phosphatase alcaline intesti-
nale de veau et une IgG monoclonale de souris anti-

phosphatase alcaline.

Ceux-ci seront dilués en tampon TBS, pH 7,6 (cf 11.2.2.4.1). Le
choix des dilutions sera arrété aprés plusieurs essais. On peut 1ci, des a

présent, insister sur le respect absolu du pH des tampons, afin d'éviter

les faux négatifs.

M.
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11.2.2.4.3 -~ Substrat

Le kit Immunotech fournit le substrat. Cependant, il nous a paru

intéressant de le préparer au laboratoire a partir des poudres de base

selon la méthode suivante :

Substrat : Naphtol AS-¥X phosphate 2 ng
a dissoudre
(n'utiliser que des récipients en verre) dans du
Diméthyl Formamide 200 pl
Tampon Tris 0,1 X pH 8,2 9,8 ml

Tampon Tris : (O, 1N, pH 8,2)
Tampon Tris 0O, 4X 2,5 ml

Eau distillée QSP 1 ml

Solution de travail (extemporanée)

1. Substrat 10 ml .
2. Lévamisole 2,4 mg ]
3. Fast red violet LB salt 10 mg

Mélanger d'abord 1. et 2., puis ajouter 3., mélanger 30 secondes.

Filtrer directement sur les spots.

L'incubation doit se faire sous agitation pour éviter les dépsts et
a4 1l'abri de la lumiére.
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I1.2.3 - METHODE

I1.2.3.1 - Schéma général de la technique APAAP

La technique APAAP se réalise & température du laboratoire et se

décompose en plusieurs étapes :

Fixation

Réhydratation en tampon TBS : 15 mn
Depét de 1l'anticorps monoclonal: 30 mn .
Ringage en tampon TBS (10 mn)

Dépét de l'anticorps de liaison : 30 mn
Ringage en tampon TBS (10 mn)

Dépét de 1'APAAP: 60 mn

Ringage en tampon TBS (10 mn)
Amplification (répétition des étapes 5 a 8)
Dépst du substrat (20 mn)

. Ringage en TBS (10 mn)

\O(b’ﬁ@(ﬂ-h(ol\)i—‘

[ i
N o= O

Contre-coloration (5 mn) avec un colorant aqueux (non alcoolique
car l'alcool diminue la coloration du substrat de la phosphatase
alcaline). On utilise ici 1'Hématoxyline de Mayer

13. Montage en glycérine - gélatine (pas d'Eukitt pour la méme

raison)

11.2.3.2 ~ Fixation

A chaque fixateur, correspond une méthodologie précise. Au cours du

travail, plusieurs fixations ont été essayées pour chaque anticorps afin

d'optimiser les résultats.

- La fixation au BFA, s'opére le jour méme du marquage. Recouvrir
les frottis avec du BFA a +4°C (sortir au moment de la fixatiom), pendant
20 & 40 secondes. Rincer la lame en la trempant rapidement dans 1'eau

distillée. Réhydrater en tampon TBS sane sécher avant.

- Les fixations A& 1l‘'acétone et & 1'acétone-méthanol formol (AMF)

s'operent la veille du marquage.
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Acétione : recouvrir les frottis 5 minutes avec 1'acétone tamponée. & +4°C,

puis 5 minutes & 1l'acétone pure & +4°C. Sécher les lames plusieurs heures,

au mieux toute la nuit (sans rincer).

ANF : Préparer la solution extemporanément.
Recouvrir les lames avec 1' ANF pendant 1 mmn 30 s.

Rincer en trempant rapidement dans 1l‘eau distillée.
Sécher.

11.2.3.3 - Précautions

Les techniques d'immunocytochimie requiérent une grande minutie et

il cemble important de souligner certains détails techniques :

1. Les frottis aprés la réhydratation ne doivent en aucun cas rester secs
au cours de la manipulation.

2. La gravure des spots délimitant la partie du frottis qui supporte le
marquage peut se faire au dos de la lame afin d'éviter toute détériora-
tion et fragilisation du frottis.

3. Afin d'éviter un ghchis de réactif, on travaille sur des spots tracés
dans la partie la mieux étalée du frottis.

4. 11 est nécessaire de sécher les contours des spots avec du papier absor-
bant afin que les gouttes déposés ne soient pas diluées.

5. Eviter de laisser trop de tampon sur les spots, ce qui offre un facteur
de dilution des solutions déposées par la suite.

Le respect des temps de ringage est indispensable.

I1 faut toujours éviter le jet direct sur le frottis lors d'un ringage

a la pissette.
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11.2.4 — RESULTATS

I1.2.4.1 - Immnophénotypage avec Immunotech

Noug avons successivement étudié 7 LAM avec le kit Immunotech
(numérotées de 1 & 7 dans le tableau III). Les formules des frottis

sanguins sont précisés dans 1'ordre suivant :

Polynucléaires neutrophiles / Polynucléaires éosinophiles /
Polynucléaires basophiles / Lymphocytes / Monocytes / Blastes / Autres.

Pour les frottis de moelle, seul le pourcentage de blastes est

donné.

Les résultats sont appréciés en pourcentage de blastes positifs.
Pour 2 LAM des marquages au FACS sont présents dans le dossier et notés

dans le tableau III (en bas a droite dans chaque case).

Sur le plan technique, voici quelques détails en ce qui concerne :

- la fixation : BFA pour les marqueurs myéloides et CDV4l
Acétone pour CD20 CD22 et CD7

- les dilutions : Les Ac monoclonaux sont dilués au 1/20&éme en TBS

La positivité apparait sous forme de batonnets rouges (cf photo
n°l) distribués en périphérie ou sur la totalité de la cellule ; le
décompte est réalisé sur 200 cellules.

L'interprétation des lames fait intervenir plusieurs facteurs :

- le bruit de fond qul peut entrainer de fausses positivités dues a

la présence de grains en périphérie des cellules,

- le marqueur, puisque 1l'expérience nous montre de grandes diffé-
rences dans 1'intensité du marquage des antigénes cellulaires par les

anticorps monoclonaux.

Ces deux principaux paramétres nous ont poussés & fixer le seuil de
positivité a 10% de blastes marqués.
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Kemarques :

~ Le CD14 est positif dans les 7 LAM, ce qui semble surprenant pour une
LA¥]1 ou LAX 2

- Le cas n*3, LAMS5, est négatif en CD13 : néanmnins les pourcentages de la
série sont trés faibles.

- Le marquage du CD7 donne des résultats trés positifs dans les

cas n°l et n°2.

Conclusion

A la lumiére de cette premiére série de résultats, il nous a paru
nécessaire d'améliorer les points suivants :
-~ contre-coloration
bruit de fond
sensibilité (CD14)
spécificité (CD7)

Néanmoins, cette premiére série nous a encouragés & poursuivre dans
la mesure ou la morphologie cellulaire est codservée et 1la positiviteé

facilement distincte gréce a la teinte rouge des batonnets.

I11.2.4.2 ~ Essai d'un nouveau substrat de la
phasphatase alcaline
Nous avons préparé le substrat de la phosphatase alcaline au
laboratoire (cf paragraphe 11.2.2.4.3), afin de remplacer celui que fournit
le kit Immunotech. Plusieurs types de substrats sont possibles (LY B. et
coll. 1988, CORDELL et coll. 1984) : nous avons choisi celui de CORDELL
(1984).

Nous avons noté un changement dans 1'aspect du marquage qui passe

des batonnets aux grains rouges (cf photo n°2).

Trois marqueurs CD 15, CD 14, HLA-DR ont été testés en paralléle
avec substrat Immunotech et substrat du laboratoire. Il s'avére que les

résultats obtenus sont tout & fait comparables.
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Aussi, afin de confirmer ces résultats (obtenus sur une moelle
normale), nous avons travaillé avec ce substrat sur une LAM 5b, en ne

modifiant que ce paramétre dans la technique.

Fous avons utilisé pour cela des frottis de moelle. Ceux-ci
comportent 83% de cellules A& tous les stades de maturation du monoblaste au

monocyte.

Les résultats consignés dans le tableau IV montrent la validité du
substrat et concordent avec le profil d'une leucémie aigué& monoblastique

(cf figure 2),

AC Dilution de % Blastes
. 1'anticorps positifs
anti= | onoclonal
CD 11b 20 86
CDh 13 20 93
CD 14 10 28
CD 15 10 62
HLA DR 10 93
Tableau 1V
Conclusion

Le substrat sera désormais préparé au laboratoire, ce qui permettra

1l'essai des réactifs indépendants.
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Aussi, afin de confirmer ces résultats (obtenus sur une noelle
normale), nous avons travaillé avec ce substrat sur une LAM 5b, en ne

modifiant que ce paramétre dans la technique.

Fous avons utilisé pour cela des frottis de moelle. Ceux-ci

comportent 83% de cellules & tous les stades de maturation du monoblaste au
monacyte.

Les résultats consignés dans le tableau IV montrent la validité du
substrat et concordent avec le profil d'une leucémie aigu& monoblastique
(cf figure 2),

AC Dilution de % Blastes
1'anticorps positifs
anti- monoclonal
CD 11bv 20 86
CD 13 20 93
CD 14 10 28
CDh 15 10 62
HLA DR 10 93
Tableau IV
Conclusion

Le substrat sera désormais préparé au laboratoire, ce qui permettra
l'essai des réactifs indépendants.
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I1.2.4.3 - Tmmnophénotypage avec les produits Dakopatts

1I1.2.4.3.1 - Validation
Fous avons utilisé dans un second temps les réactifs fournis par
Dakopatts, employés par ailleurs par de nombreuses équipes de recherche
parmi lesquelles CORDELL (1984), LY (1988). Ces produits plus souples

d*utilisation ont aussi un coGt plus faible.

Avant d'adopter définitivement Dakopatis, nous avons testé en
paralléle les réactifs de ce fabricant avec le kit Immunotech utilise
Jusqu'ici. Cela a été réalisé sur une moelle normale avec trois anticorps :
CD11, CD14, BHLA-DR; dilués au 20éme en TBS. L'anticorps de liaison
(Dakopatts) est dilué au 25éme dans du TBS & 5% de sérum AB humain (pour
éviter les réactions croisées) (MOIR et coll. 1983). Une amplification est
réalisée.

Deux dilutions sont utilisées pour 1'APAAP : 10éme et 50éme en TBS
(cf tableau V)

Dilution de Immunotech | Dakopatts | Dakopatts

1'Ac monoclonal APAAP 10& | APAAP 50e
Cb 11b 20 65 70 65
Ch 14 20 80 81 78
HLA-DR 20 93 90 95

Tableau V : Comparaison Immunotech / Dakopattis

Dans ce tableau, figurent les pourcentages des cellules positives
toutes classes confondues. On ne note pas de différence significative entre

les deux types de réactifs.

De plus, chez Dakopatts, on observe une identité de résultats pour
les dilutions 10& et 50& de 1'APAAP.
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Conclusion :

Cela permet d'adopter les réactifs de Dakopatts. La dilution de
1'Ac secondaire sera désormaics au 25& en TBS avec du sérum AB neutre humain
dont le pourcentage sera réétudié. La dilution de 1'APAAP au 50¢ semble ici

souhaitable mais sera également revue.

Remarques

1. Lors de cette manipulation, le fond des frottis sur lequel se
détachent les cellules marquées n'est pas aussi clair qu'on pourrait le
souhaiter : ceci peut étre di & un défaut de ringage, temps respecté ou
bain de ringage non suffisam-ment renouvelé, mais aussi & un marquage non

spécifique. Ces divers points seront explorés par la suite.

2. Nous avons ici prolongé la contre-coloration a 1'Hématoxyline de
MAYER & 15 minutes afin d'intensifier le contraste nucléaire, ce qui
apporte de meilleurs résultats : néanmoins, d'autres essais seront tentés

par la suite.

3. Les CD11 et CD14 offrent une trés forte positivité

11.2.4.3.2 ~ Etude des paramdtres techniques

1) Dilution

Il nous a paru souhaitable de modifier les dilutions des anticorps
monoclonaux et de 1'APAAP, afin de comparer les effets de ces paramétres

sur l'intensité de la coloration.

Fous avons testé 4 Ac sur une moelle normale (CD1lb, CDi13, CD14,
CD15) ; 1'Ac secondaire est dilué au 25¢ en TBS & 5% de sérum AB neutre
humain (cf tableau VI).
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<+ Commentaires :

¥ Sur 1'effet de dilution de 1'anticorps monoclonal

- L'expérience acquise et cette manipulation montre que la dilution
de 1'Ac monoclonal semble primordiale, ce qui souligne 1'importance du
rapport optimal entre 1'antigéne et 1'anticorps.

- En ce qui concerne le CD14, la dilution au 202me est insuffisante

creant des faux positifs (93% de cellules positives dans cet essai).

Paramétre Dilution de Dilution Nombre Cellules
1'anticorps APAAP d'amplification positives (%)
monoclonal

CD11b 20 100 1 72
CD15 20 50 1 45
20 10 1 15
CD13 20 20 1 47
20 50 1 31
20 100 1 93
CD14 50 100 1 64
50 50 1 71
Tableau VI

Or, méme si l'on sait qu'il n'y a pas de spécificité absolue de la
plupart des déterminants antigéniques pour une lignée donnée et que le CD14
(CD11b également) peut marquer des granuleux, monocytes et ‘quelques
lymphocytes, 11 est préférable d'adopter une dilution plus forte pour

1'anticorps monoclonal.

Kéanmoins, il sera soubhaitable d'étudier avec cette dilution les

LA, dont les blastes expriment moins fortement cet antigéne.

i * Sur la dilution de 1'APAAP
|

- On peut noter des positivités plus faibles pour le CD13. Les 15%
(dilution APAAP au 10&) sont difficilement interprétables.

- Le CD11b donne des résultats comparables A ceux obtenus précédem-

ment sur une autre mo&lle normale (cf tableau V). On rappelle que dans
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l'expérience précédente figure l'essai de dilution de 1'APAAP au 102 pour

cet Ac (CD 11b), ainsi que pour le CD14, les deux Ac monoclonaux étant au
20e en TBS.

Conclusion

On adoptera désormais la dilution d'APAAP au 50& en TBS. En effet,
méme si les résultats obtenus avec la dilution 1008 d'APAAP ne sont pas
franchement différents de ceux donnés avec la dilution au 50e pour les
CD11b et CD14 notamment, il nous parait souhaitable de ne pas diminuer

excessivement la quantité de marqueur.
2) Fization
Nos premiers essaic non décrits ici, wutilisant un marqueur
mégacaryocytaire (CDWAl : GPIIb IIla) et des marqueurs lymphoides, ont é&té

décevants : faible intensité (CDV41l, CD19) fausse positivité (CD20, CD22).

Nous étudierons ici le réle de la fixation des frottis, puis dans

un second temps, nous considérerons celui de 1'amplification (cf II 2.3.1)

Nous avons testé en paralléle plusieurs fixateurs sur les frottis

destinés aux marqueurs mégacaryocytaires.

Le tableau VIIa est une comparaison entre les différents fixateurs

utilisés pour le CDV41 sur frottis de mo&lle normale.
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Fizateur BFA AMF Acétone
Ac
anti-

CDV41/10e Mégacaryocytes ++ | Mégacaryocytes +/-| Mégacaryocytes +/-
Non spécifique : Pas de faux + Pas de faux +
Polynucléaires +
Morphologie +++ ¥orphologie + Morphologie +/-

CDV41/20e Mégacaryocytes +/- | Mégacaryocytes - Mégacaryocytes +/-

Kon spécifique :
Polynucléaires +
Morphologie +++

Pas de faux +

Morphologie +

Pas de faux +

¥orphologie +/-

Tableau VIIa

Commentaires :

1. La fixation au BFA malgré ses qualités est associée a 1la

présence de faux positifs, ce qui empéche son

Cbv4l.

2. Les fixations & 1'AMF et

morphologie aussi nette que le BFA, mais ne donnent pas de faux positifs.

Canclusion :

utilisation future pour le

2 1l'acétone ne donnept pas une

L:Ac‘anti—CDW41 sera dilué au 202 en TBS et la fixation des frottis se

fera a 1'AMF.




de frottis de moelle normale,

Le tableau VIIb montre le réle de 1l'amplification sur

3) Amplifications

CD22, pour les lymphocytes.

- 33 -

le marquage

des CDV41l pour les mégacaryocytes, CD20,

Ac Fixateur | Dilution Dilution | Dilution Nombre | Positivité
antie de 1'Ac de 1'Ac de de d'amplifi-
monoclonal liaison 1 APAAP cation

BFA 20 25% 20 1 +/-

1 /-

Chv41l AMF 20 25a 20 2 ++

3 +++

3° +++

CD20 A¥F 5 25 20 2 +

3 +

Cb22 AMF 5 25 20 2 +

3 +

Tableau VIIb : Réle de 1'amplification

% : Ac de liaison dilué au 252 en TBS & 25% de sérum AB neutre humain
A : Ac de liaison dilué au 25& en TBS & 5% de sérum AB peutre humain
° : Temps d'incubation de la derniére amplification réduits a 10 mn

Compentaires :

1. Les amplifications augmentent la sensibilité du marquage pour le

CDV41l, mais augmentent aussi le bruit de fond.
2. Malgré une faible dilution (1/5&), les CD20 et CD22 ne montrent
pas de meilleurs résultats avec les amplifications. De plus, la positivité

de la plupart des cellules rend les frottis ininterprétables.

Cela nous conduira & envisager une autre technique pour les

marqueurs lymphoides.
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Conclusion :

1. Le CDV4Al sera utilisé avec trois amplifications, dilué au 20é en
TBS, sur frottis fixés a 1'AMF.

2. La technique actuelle ne permet pas d'utiliser les marqueurs
lymphoides CD20 et CD22.

4) Diminution du bruit de fond

Les frottis ne donnant pas entiére satisfaction, & cause d'un
marquage non spécifique, extracellulaire et intracellulaire, nous avons
augmenté la concentration en sérum AB neutre du TBS servant de tampon de

dilution de 1'anticorps de liaison.

Nous avons travaillé sur une mo&lle normale, avec des marqueurs
myéloides et mégacaryocytaires dilués au 20& en TBS. (cf tableau VIII).

Paramétres | Concentration en serum AB Nombre Cellules
dans le tampon de dilution| d'ampli- positives
Ac anti - . de 1'Ac de liaison (%) fication (%
Cb11 25 1 , 59
CD13 5 2 76
25 2 02
CD14 25 o 81
CDh15 25 2 76
HLA~DR 5 1 48
25 2 43
25 2 Megacaryocytes: T4 |
Autres cellules :
faux positifs
CD41 25 3° Mégacaryocytes: +++
Autres cellules :
faux positifs

Tableau VIII : Diminution du bruit de fond

°

: Temps d'incubation de la derniére amplification réduits & 10 mn
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Commentaires :

Sur le plan purement qualitatif, il apparait qu'une concentration

supérieure en serum AB du TBS n'améliore pas le bruit de fond.

Conclusion :

Les essals suivants seront réalisés avec 1'Ac secondaire dilué en
TBS & 5% de serum AB neutre humain. Le respect des temps de ringage en
tampon TBS, renouvelé & chaque fois, avec un ringage préalable a la
pissette (TBS), est indispensable.

5) Essai d'un Ac anti GP Illa

Devant les résultats décevants, obtenus avec le CDW4l, nous avons

cherché un autre Ac spécifique de la lignée mégacaryocytaire.

Hous avons donc essayé 1'Ac anti-glycoprotéine IIIa en paralléle

avec 1'Ac CDV41 sur des frottis de moelle normale (cf tableau IX).

Fixateur Nombre Intensité du

Ac d'amplification marquage
Anti GP Illa AMF 3 ++++
BFA 3 ++++
- Anti- ChV41l ANF 3 ++4+

Tableau IX : Marquage avec 1'Ac anti Illa

Commentaires :

1. L'Ac anti GP IIla marque les mégacaryocytes avec une intensité
nettement supérieure a 1'Ac anti- CDWV41 (cf photo n’3).

2. Il faudra peut &tre diminuer le nombre d'amplifications par la
suite : le marquage de micromégacaryocytes permettra de trancher. Cela n'a

pas pu étre réalisé au cours de notre étude.
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Conclusion :

L'affinité du IIla est nettement meilleure que celle du CDV41.

Aussi, nous conseillons l'utilisation de 1'anti GP Illa.

6) Contre—coloration & 1'Hématoxyline de MAYER
Parallelement, & 1'étude des paramétres précédemment évoqués, nous

avons amélioré la contre—-coloration.

De 5 mn, nous sommes passés a 15 mn pour aboutir a :
- 5 mn d'hématoxyline de MAYER
- Ringage a la pissette d'eau

- 5 mn dans eau (courante).

Cela aboutit & une intensification de la contre-coloration sans

surcharger les cellules en colorant risquant de masquer les réactions

spécifiques.

7) Conclusion sur la technique APAAP
A la suite de ce travail de mise au point, nous avons abouti a la

technique qui sera utilisée sur les frottis de sang ou de modlle des LAM.
Le détail de la technique est fourni en annexe 1, page 62 .

Nous avons donc appliqué cette technique & des LAM, déja

diagnostiquées au 1laboratoire et dont on connait pour certalnes

1'immunophénotype déterminé par cytométrie en flux (FACS) (seuil de
positivité = 30%).

To0h
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11.2.4.3.3 - Immunophénotypage de LAX

Le premier cas étudié est une LAM, dont la formule sanguine est la
suivante (GB = 53000 / mm®):
11-0-0-10-1
74 blastes
3 myélocytes

1 érythroblaste acidophile

Cinqg marqueurs myéloides, deux marqueurs lymphoides, pour lesquels
des lames contréles seront utilisées, sont testés sur les frottis sanguins.
!
Les contréles sont constitués par une moelle normale, contréle du
marquage des lymphocytes B parl'antiCD22 et un frottis de sang riche en
lymphocytes, contréle du marquage des lymphocytes par FantiCD7.

Tous les anticorps monoclonaux sont dilués au 208, 1'Ac de liaison

au 25€ en TBS a 9% de sérum AB neutre et 1'APAAP au 50e.

LAMES |FIXATEURS NOMBRE BLASTES
\\\\\\\\‘\\\\\\\\\ D' AKPLIFICATION | PQSITIFS (%)
Ac anti- E
CD 11b LAX BFA 1 72
CD 13 LAX BFA 2 84
CD 14 LAX BFA 0 75
ch 15 LAX BFA 2 23
HLA DR LAX BFA 1 4]
LAK ANF Ininterprétable
Ch 22 Tamponné 2
MO a ph=6,6 Ininterprétable
LAM AMF 0
Ch 7 Tamponné 2
SANG | a ph=6,6 0

Tableau X : Cas n°1

K AE'-»;
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Commentaires :

1. Tous les marqueurs myéloides et monocytaires sont positifs,

tandis que HLA-DR reste négatif de fagon surprenante.

2. Les marqueurs lymphoides n'ont pas donné de résultat interpré-

table: sitl'antiCD7 ne marque aucune cellule,]éntiCD22 positive toutes les
cellules.

Le cas suivant permettra d'étudier les Ac lymphoides & une dilution
plus faible (1/5@&).

Le cas n°2 est une LAM2 ou LAM4 dans la classification FAB, qui

constitue l'acutisation d'un syndrome myélodysplasique.

On étudie les frottis sanguine dont la formule est :
(GB = 34000 / mm®)

9-6-2-6-2 / 70blastes/ 5 érythroblastes acidophiles
(cf tableau XI) (pour les fixateurs, cf tableau X)

Ac ¥b d'ampli- | Dilution Pré-incubation Blastes FACS
antie fication de 1'Ac avec TBS + 5% Positifs
monaoclonal AB neutre %)
Ch11 1 20 / Ininterprétable -
CDi3 2 20 / 16 52
CD13 2 20 15 mn Faux positifs
cp14 0 20 / ° 27
CDh15 2 20 / 45 -
HLA-DR 1 20 / Ininterprétable 51
CD33 2 10 / 19 20
CD22 4 5 / Ininterprétable -
5 15 mn Ininterprétable
CD7 4 5 / Ininterprétable -
5 15 mn Ininterprétable

Tableau XI : Cas n°2
/,- : non testé
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Commentaires :

1. Beaucoup de lames sont ininterprétables a cause du bruit de fond
trop important, peut-é&tre dt & la nature méme sur frottis ou & un défaut de
rincage. Un essai de blocage des sites non spécifiques par pré-incubation

aprés étape 2 en TBS A4 5% de sérum AB neutre, sur des CD13, CD22 et CD7
n'apportent aucune solution;

2. Les éléments du dossier n'ont pas permis de trancher entre LAMZ2
et LAM4 : nos résultats donnent un CD13 trés faiblement positif et le CDi4
a la limite inférieure du seuil de positivité choisi (10%).

3 CAS ¥°3

Le cas n°3 est une LAM 1 dont on étudie des frottis sanguins,

congelés depuis 12 mois, et dont la formule comprend 92% de blastes.

A la suite des résultats précédents, les dilutions des Ac mono-

clonaux ont été modifiées (cf tableau XII).

Commentalres :

Ce cas n°3, LAM peu différenciée, montre des pourcentages de
positivité trée faibles dans notre étude. Aussi, nous avons réalisé sur le
CD13 et HLA-DR, deux amplifications supplémentaires, au cours d'une autre

manipulation, néanmoins rapportée dans le méme tableau XII.

Hous constatons encore des réactivités trés faibles corrélées avec

les résultats du FACS. Cela nous améne & deux hypothéses :

- La dégradation des antigénes par la congélation ancienne.

- L'expression trés faible des antigénes par les blastes.

Aussi, le cas n’4 porte sur une LA dont la date de congélation des

frottis est proche du cas n°3.
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Ac anti-| Dilution de 1'Ac Nombre Blastes FACS
monoclonal d'amplification | positifs (%)
CD 11b 2 7 _
Ch 13 > 0 35
4 o
CD 14 20 2 5 >3
Ch 15 5 2 > —
HLA-DR 5 2 0 29
) 4 8]
CDhv41 5 > 0 —
CD 22 5 2 0 _
ch 7 5 2 2 -
CDh 33 10 2 8 8l
Tableau XII : Cas n'3
3 CAS K°4 i
Cac n°4, LAM1, avec & la numération 380 000 GB/mm* et dont la

formule sanguine est 1-0-0-8-1 / 90 blastes ;

peroxydase, NASDA, PAS, sont négatives.

Les frottis de sang étudiés ont 13 mois de congélation & - 80°C.

les réactions cytochimigues

¥os résultats sont consignés dans le tableau XIII.

Parametres Dilution de 1'Ac Nombre Blastes FACS
Ac monoclonal monoclonal d'amplification | positifs (%)
antil-

CD 11b 5 2 1 -
CDh 13 2 0] 66
Ch 14 20 2 1 25
Ch 15 2 0 -
HLA-DR 2 67 85
Ch 22 2 -
Cd 7 5 2 5 26
Cb 33 10 5 64

Tableau XIII

: Cas n94
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Commentaires :

1. L'hypothése de la dégradation par le froid (congélation 2 long
terme) ne peut pas étre retenue en ce qui concerne 1'antigéne HLA-DR

(67%), la question reste posée pour CD13.

2. Afin d'étudier 1'incidence de la fixation dans ce cas précis,
nous avons testé la fixation & 1'AMF sur les CD13 et HLA-DR : aucun blaste
positif n'est observé pour HLA-DR ; 13% pour CD13, ce qui reste faible

néanmoins.

Conclusion :

L'amélioration de la sensibilité du CD13 par fixation a 1'ANF
indique que cet antigéne n'a pas été complétement dégradé et donc écarte
partiellement 1'hypothése de destruction par le froid pour poser le
probléme de la fixation par un fixateur autre que le BFA.

3 CAS N°5

Le cas n°5, LAM 2 sur frottis médullaire, nous a permis de
constater que la qualité du prélévement était imprévisible. En effet, la
fragilité du frottis de richesse augmentée n'a pas permis de rendre un
résultat.

Les frottis, &gés de 48 heures ou congelés 15 jours a - 20°C,
aboutissent au méme échec, alors que les lames d'un autre patient donment
des résultats tout & fait interprétables au cours de la méme manipulatiom,

ce quil élimine une erreur techaique.

= CAS R°6

L'étude porte icl sur les frottis médullaires d'une LAMS, conservés
quatre jours a température du laboratoire.
Le décompte sur la mo#lle donne : 50% blastes

35% monocytes

15% autres cellules
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Commentaires :

1. L'hypothése de la dégradation par le froid (congélation & long
terme) ne peut pas étre retenue en ce qui concerne 1'antigéne HLA-DR

(67%), la question reste posée pour CD13.

2. Afin d'étudier 1l'incidence de la fixation dans ce cas précis,
nous avons testé la fixation & 1'AMF sur les CD13 et HLA-DR : aucun blaste
positif n'est observé pour HLA-DR ; 13% pour CD13, ce qui reste faible

néanmoins.

Conclusion :

L'amélioration de la sensibilité du CD13 par fixation a 1'AMF
indique que cet antigéne n'a pas été complétement dégradé et donc écarte
partiellement 1'hypothése de destruction par le froid pour poser le

probléme de la fixation par un fixateur autre que le BFA.

3 CAS K5

Lle cas n°5, LA 2 sur frottis médullaire, nous a permis de
constater que la qualité du prélévement était imprévisible. En effet, la
fragilité du frottis de richesse augmentée n'a pas permis de rendre un
résultat.

Les frottis, &4gés de 48 heures ou congelés 15 jours a - 20°C,
aboutissent au méme échec, alors que les lames d'un autre patient donnent
des résultats tout & fait interprétables au cours de la méme manipulationm,

ce qui élimine une erreur technique.

3 CAS §°6

L'étude porte ici sur les frottis médullaires d'une LAMS, conservés
quatre jours & température du laboratoire.
Le décompte sur la mo&lle donne : 50% blastes

35% monocytes

15% autres cellules
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La myélopéroxydase est positive dans 65% des blastes.
Les N.A.S.D.A. sont positives etinhibées par le NaF dans 25% des
blastes (HaF = fluorure de sodium)

Les résultats sont consignés dans le tableau XIV.

Ac anti- | Dilution de 1'Ac Nombre Blastes
monoclonal d'amplification | positifs (%)
Ch 11b 5 2 76
CDh 13 2 19
CD 14 20 2 42 (faible)
Ch 15 2 28
HLA-DR 2 67
Ch 33 10 2 0

Tableau XIV : Cas n°6

Commentaires :

1. Hos résultats concordent avec le diagnostic cytologique et
cytochimique (FAB).

2, L'intensité de la positivité varie avec le marqueur : trés
importante pour HLA-DR et faible pour CD13 et CD14.

-+ CAS §°7

Le dernier cas, LAMl1, est étudié sur frottis de sang, avec 69 00O
globules blancs a la numération :
2-0-0-5-0
et la formule suivante 92 blastes
1 érythroblaste acidophile

Tous les Ac sont dilués au 1/102 en TBS sauf 1fAc antiCD14 au 1/20e.
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Paramétres Fixateur Hombre Blastes FACS

Ac anti d'amplification | positifs (%) vA

Ch 11b BFA 2 1 -
Ch 13 BFA 2 16 39
Ch 14 BFA 2 65 17
€D 15 BFA 2 11 8
HLA-DR BFA ] 2 26
CDh 33 - - - 55

Tableau XV : Cas n°7

Commentaires :
1. Le CD14 est positif dans notre technique et négatif au FACS.

2. La faible positivité du CD13 est corrélée avec les résultats en
IFI (FACS).

I1.2.4 - BILAK

Afin d'avolr une vue globale de nos résultate et de ceux donnés par
le FACS en IFI, nous avons rassemblé les résultats des treize LAM étudiées
dans le tableau XVI et la figure 9.

1. La figure 10 présente pour troie marqueurs HLA-DR, CD13 et CD14,
les corrélations existant entre 1'immunophénotypage en APAAP et en IFI.

2. On observe une bonne corrélation eantre HLA-DR ou seul un cas sur
six était ininterprétable en APAAP.

3. Pour le CD13, on observe une discordance dans un cas (une LAM2)

sur six.

4. Pour le CD14, deux cas discordent (2 LAM1) sur six. la corréla-
tion n'a pu é&tre étendue a tous les cas étudiés en APAAP, & cause de

1'absence de 1'immunophénotype en IF au moment du diagnostic.
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APAAP_| HLA-DF CcD33| CD11| cD13]{cD14| cD18| cp20|cD22| cp7| cp19| CD2

FACS
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Tableau XVI : Bilan
Légende : |1/2|: 1 : résultats APAAP
2 : résultats FACS
¥ : ininterprétable
~ : non testé
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des LAXM étudiées en APAAP et IF
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Conclusion :
1. La discussion abordera les différents aspects de nos résultats.
2. Par ailleurs, étant donné les résultats peu encourageants en
APAAP pour les Ag lymphoides, nous avons décidé d'utiliser une autre

technique pour tester ces marqueurs sur des LAL.

Quelques essais ont été réalisés avec la méthode Avidin - Biotin
Péroxydase Complex (ABC).

Nous présentons la technique ABC des laboratoires Vector avec

laquelle nous avons réalisé les premiers essais concluants sur le marquage
de LAL.
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I1.3.1 - PRINCIPE DE LA TECHNIQUE ABC

(HSU 1981, FUESDON 1079)

Le principe de la méthode ABC est fondé sur la trés haute affinité

d'une glycoprotéine, 1'avidine, pour de petites molécules comme la biotine,
une vitamine.

La présence de quatre sites de liaison de 1'avidine pour la biotine
permet la réalisation d'un complexe immuno-enzymatique dont 1le rapport
péroxydase/ anticorps primaire est plus grand que celui des autres méthodes
indirectes (cf figure 10).

Les principaux avantages de cette technique sont :
1. Une sensibilité supérieure & celle des autres méthodes
indirectes ce qui permet une moindre consommation d'anticorps spécifiques

et la mise en évidence de faibles quantités d'antigene.

2. Un bruit de fond pratiquement nul en particulier dans les zones

nécrotiques ou hémorragiques.

3. Une excellente reproductibilité des résultats.

4. L'utilisation du complexe avidine-biotine-peroxydase quelque

soit 1l'espéce animale produisant 1'anticorps monoclonal (Ac primaire),

5. Un prix de revient inférieur & celui des autres méthodes.

B — MATERIEL

1 - Echantillons (cf II1.2.2.1)
2 - Anticorps monoclonaux (cf 11.2.2.2)
3 — Fixateurs (cf I1.2.2.3)
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Figure10 : Représentation schématique de la technique ABC







11.3.2.4 - Réactifs ABC.

Nous avons utilisé le kit Vectastain, Vertor (réf. PK 4002), pour

localiser divers antigénes dans les tiscus.

Ce kit fournit les solutions concentrées (petits flacons) servant a

faire les dilutions de travail en PBS (grands flacons fournis).

Sont fournis :

. Sérum normal de cheval :

concentré 3 gouttes
PBS 10 ml

. Anticorps biotinylé :

concentré 1 goutte

PBS 10 ml

. Réactif ABC :

concentré A 1 goutte

a mélanger avec 5 ml de PBS. Agiter
. puis, ajouter 1 goutte de réactif B. Agiter fortement.

¥bl : respecter rigoureusement cet ordre

. Laisser reposer 30 mn avant emploi.

. Hb2 : - les solutions de travail sont utilisables pendant 48 heures

— les supprimer ensuite et rincer les flacons a 1l'eau distillée

- ces réactifs vectastains doivent étre conservés impérativement

a + 4°C dans leur emballage d'origine;

. PBS (ph 7,4) A préparer
. Solution A : Na2HPO4, 2H20

. Solution B : Na2HPO4

au

23,4 g/l...
21,3 g/1 >

Na2HPO4, 2H20

. Solution C : NaCl

9 g/l... 500 ml



5.

3.
4,
5.
6.
7
8.
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Substrat (3-3' Diaminobenzidine tétrahydrochloride)
(Sigma Chemical Company)

a) Solution Stock kSmg/ml)
3'3' Diaminobenzidine tétrahydrochloride 50 mg
Tris 0,1 X 10 ml
Ajuster a pH 7,6
Congeler & — 20°C par fraction de 2 ml

b) Solution de travail de DAB & 1 mg/ml
Décongeler un aliquot de 2 ml
Ajouter 8 ml de Tris 0,1 X
Ajuster a pH 7,6
Important : la solution doit é&tre & température du

laboratoire

¢) Solution extemporanée d'eau oxygénée (0,02%)
H202 a 110 vol (perhydrol) 20 ul
Eau distillée 100 mi

d) Solution de coloration
Mélanger juste avant emploi :
- solution b : 10 ml

- solution ¢ : 10 ml

I1.3.3 — METHODE

I1.3.3.1 - Schéma général de la technique

1. Fixer les frottis.

Identifier les lames. Tracer un spot au graveur, au dos des lames (pour
ne pas fragiliser le frottis), au niveau des franges.

Réhydrater en tampon PBS 15 mn

Déposer sur le spot une goutte de sérum normal dilué : 20 mn

Jeter 1'excédent sans rincer.

Ajouter une goutte de 1'anticorps monoclonal : 60 mn.

Laver 10 mn en PBS

Déposer une goutte d'anticorps biotinylé : 30 mn
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. 9. Rincer en PBS : 10 mn.

10. Inhibition de la péroxydase endogéne {selon l'échantillon étudié).
11. Déposer unme goutte de réactif ABC : 1 heure

12. Rincer 10 mn en PBS

13. Déposer le substrat 5 & 10 mn.

14. Rincer & 1'eau courante 5 mn.

15, Sécher.

16. Contre-colorer au Giemsa (dilué au 10¢& en eau ph 7) pendant 20 mn
17. Rincer a l'eau courante. Sécher

18. Monter en Eukitt (ne pas utiliser de glycérine-gélatine).

11.3.3.2 — Fixzation (cf 11.2.3.2)

Les marqueurs lymphoides sont utilisés sur frottis fixé & 1'acétone

tamponée.

I1.3.4 - RESULTATS

Ces quatre essais ont été réalisés avec les Ac primaires dilués au
1/108 en PBS. '

Les résultats sont consignés dans le tableau IXVII. Hélas, une
difficulté technique <(résolue depuis) a retardé nos essais ; pour cette
raison, nous n'avons pu étendre nos résultats & d'autres LAL, ni
éventuellement aux LAM (malgré le probléme déja évoqué de la peroxydase

endogéne).

La positivité est évaluée sur 200 blastes. une cellule est positive
sl la zone cytoplasmique périphérique est colorée en brun (cf photo 4).
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81 la classification FAB reste &4 1'heure actuelle le principal
outil diagnostique des leucémies aiguds, celle-ci est néanmoins tenue en
échec dans 20% des cas.

Parmi les moyens diagnostiques plus sophistiqués dont on dispose,
la détermination du phénotype immunologique est maintenant couramment
pratiquée dans les laboratoires d'hématologie spécialisés grace a
1'immnofluorescence en cytométrie en flux. Cette technique, de loin la
plus utilisée, permet de donner le profil immunologique de la majorité des
LA.

Cependant, les rares cas de fibrose médullaire, ou de faible

blastose, nécessitent l'application d'ume autre méthode.

Pour cette raison, nous avons choisi de mettre au point une
technique immuno-enzymatique sur frottis (sang et moelle), afin d'apporter
une solution simple rapide et fiable, susceptible d'aider les cliniclens

dans le choix d'une thérapie adaptée.

Les techniques d'immunocytochimie réservées presque exclusivement
au domaine de la recherche sont variées et on n'a pas encore assez de recul
sur les premiéres études 3 grande échelle pour avoir une idée claire sur
leur efficacite.

Afin de phénotyper les LAM, nous avons choisi la technique APAAP
pour sa sensibilité et 1'absence de peroxydase dane la révélation, de facon
a4 éviter 1l'interaction de la peroxydase endogéne, probléme déja évoqué plus
haut.

Cette technique présente 1'avantage de donner un marquage facile a
repérer grice aux grains rouges beaucoup plus aisés & visualiser que la
coloration brune obtenue en ABC. Sur le plan de la sensibilité, le principe
méme du complexe APAAP en fait une des techniques indirectes la plus

sensible.

Cependant, i1 ne nous a pas été possible d'éliminer totalement le
bruit de fond sur les frottis alors qu'il est totalement absent en ABC.
Néanmoins cet inconvénient ne pose pas vraiment de gros probléme
d'interprétation : en effet, 1'intensité du bruit de fond est souvent
proportionnelle & 1'intensité de la positivité des blastes ; or, lorsque
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les cellules sont trés positives, il n'est pas difficile de trancher pour

un oeil expert.

I1 faut souligner que la spécificité et la sensibilité de 1la
méthode dépendent aussi en grande partie de la qualité de 1'Ac monoclonal :
une méthode quelles que soient ses performances, ne peut compenser la
faible affinité d'un Ac, risquant méme d'intensifier le manque de
spécificité de 1'Ac (ce que nous avons observé avec le CD20). Le rdle des
amplifications, s'il renforce 1'intensité de la positivité, ne saurait non
plus compenser une mauvaise sensibilité de 1'Ac primaire. On a pu observer
par ailleurs que les Ac monoclonaux utilisables en IF (FACS) ne conviennent
pas toujours aux techniques sur lame : le frottis affectant peut étre la
conformation de 1'Ag et par conséquent la fixation de 1'Ac. Cela pourrait
aussi expliquer certaines différences entre les résultats du FACS et nos
résultats, bien qu'il soit difficile de comparer deux principes
méthodologiques différents.

Si notre travail porte principalement sur la technique APAAP, nous
nous sommes heurtés au probléme de la révélation d'Ag lymphoides par cette
technique. La technique ABC, qui donne de meilleurs résultats, peut-étre

gréace & une plus grande sensibilité, souléve deux problémes :

1. Comment envisager 1'utilisation de deux méthodes =1 1'on
considére qu'elles auront de rares indications et que 1les dates de

péremption des réactifs sont souvent courtes ?

2. Peut-on se satisfaire de la positivité d'ume lignée cellulaire
sans étre sir que les autres sont négatives ?
Et/ou doit-on tester & chaque fole les deux techniques, ce qui

seralt assez lourd pour 1l'intégration dans la routine d'un laboratoire ?

I1 sera souhaitable d'une part d'essayer d'utiliser 1'ABC pour le
marquage des Ag myéloides malgré le probléme de la peroxydase endogéne,
puisque les premiers résultats sur des LAL indiquent une bonne réactivité
des Ag lymphoides et un CD13 négatif ou trés légérement positif (13% dans
1 cas/4) ; d'autre part, d'étendre les résultats en ABC & d'autres LAL.

Cependant, certains  paramétres inhérents aux  techniques

immunocytochimiques interviennent sur les deux méthodes.
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Un des paramétres, difficile & maitriser, est la qualité des
frottis. En effet, un marquage peut étre tenu en échec par des frottis de
mauvaise qualité, liée 2 sa nature méme ou & des difficultés de prélévement
ou d'étalement ; on peut imputer aussi la conservation des frottis
(température de congélation instable, date de conservation). Hos résultats
indiquent que certains Ag peuvent souffrir d'une trop longue exposition au
froid (cf cas n°4, paragraphe I1.2.4.3.2). Il parait donc souhaitable de ne

pas conserver plus d'un an les frottis non marqués.

Autre paramétre sur lequel on peut par contre intervenir : la
fizxation des frottis. Les fixateurs sont nombreux et ont des propriéteés
différentes.

Ainsi, on peut & tort considérer umne réaction négative alors
qu'elle s'explique par 1la destruction de 1'Ag par 1le fizateur ou
inversement par le marquage de 1'Ag & 1'intérieur de la cellule, 1'Ac ayant

pu pénétrer dans la cellule.

Une remarque & ce propos : les techniques d'immunocytochimie grace
2 la fixation permettent de mettre en évidence des Ag cytoplasmiques
parfols plus spécifiques que les Ag membranaires (CHEF et coll. 1086 -
VAN DONGEN et coll. 1988).

Si 1'immunocytochimie présente 1'avantage d'une observation
simultanée de la morphologie cellulaire, 1l faut néanmoins respecter le
compromis entre le maintien de 1'aspect morphologique des cellules marquées
et la révélation des Ag qui somme toute reste le principal but de la
technique. Il n'est pas sir qu'un tel compromis soit bien réalisé en
mélangeant & différents volumes plusieurs types de fixateurs, ce qui est
réalicsé dans 1'ANF.

Néanmoins, nous avons obtenu un certain nombre de résultate
encourageants. Les points de référence choisis pour notre étude sont la
classification FAB et les données de la littérature concernant les profils
immunologiques des LA d'une part, les résultats en cytométrie de flux pour
quelques LAM (6 cas / 13) et LAL (4 cas/4) d'autre part.

Fous commenterons surtout les résultats des LAM étudiées en APAAP,

puisque notre étude des LAL reste encore limitée & ce jour.
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Que constate-t-on ? Tout d'abord des convergences avec la
classification FAB, avec 10/13 LAM CD13+, ce qui oriente vers la lignée
myéloide puiequ'on admet désormais le CD13 comme un marqueur spécifique de
la lignée myélomonocytaire. Certains auteurs néanmoins trouvent 10 a 20%
des LAL, CD13+ (DREXLER 1087). Les 3/13 LAM CD13- sont aussl myélopéroxy-
dase (MPO) positifs : la MPO étant un critére essentiel dans le diagmnostic
des LA. DREXLER (1988) recommande d'ailleurs l'association du CD13 et de la
MPO dans un panel de dépistage comportant des marqueurs lymphoides B (CD19,
CD22) et T (CD3, CD7).

Un second marqueur, discriminatif quant & lul d'une participation
monocytaire, le CD14 se trouve positif dans 6/6 cas de M4 et M5 bien
définies.

Troisiéme marqeur reproductible HLA-DR est positif dans 9/13 cas et
négatif dans 3/13 éas (3 LAX peu différenciées).

Cependant, il n'en est pas moins vrai qu'apparaissent a travers
cette étude un certain nombre de divergences. Divergence avec les profils
immunologiques associés aux différents types de LA de la classification
FAB: on observe une positivité inattendue du CD14 dans 4/7 cas (Ml et ¥2).
I1 faut préciser que 1' Ac utilisé, My4 de COULTER, marque les
monocytes, mals aussi les granuleux pour 20% (selon COULTER). Il serait
sans doute bon d'essayer un marqueur plus spécifique méme si ces mémes LAN

étudiées en immunofluorescence avec 1'Ac My4 sont CDl4-.

L'Ac MO2, anti CD14 de COULTER, plus spécifique des monocytes est
hélas une IgM, ce quli pose des problémes de liaison avec 1l'anticorps
secondaire, qui est une anti-IgG. Cette méme explication peut é&tre
également évoquée devant la faible réactivité du CDV4l pour lequel nous
avons un nombre d'amplification supérieur & celui des autres marqueurs pour

un résultat moins satisfaisant.

Autres positivités inattendues, celles obtenues avec les marqueurs
lymphoides, 2 cas/8, dont une LAM1 avec CD7 (88%), CD20 (76%) et une LAM4,
CD7 (60%). Iln'y a pas hélas de résultat en IFI. Or si l'on se référe a la
littérature, le CD7 apparait positif dans 10% cas de LAM (NORTON J.D. et
coll. 1088 ; VODINELICH L. et coll. 1983) et dans 5/15 cas LAM pour LY B.
(1988).Ces derniers auteurs montrent une bonne corrélation entre les

pourcentages obtenus en APAAP et IFI.
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Pour notre part, sur deux cas testés dans les deux techniques, un
cas est CD7-, dans les deux techniques, 1l'autre est CD7+ en APAAP (88%) et
négatif en IFI. Pour les trois cas testés avec le CD20 dans notre étude
(APAAP), un cas sur trols est CD20+, une LAM1 avec 76% de blastes positifs.
Il n'y a pas de résultat en IFI. LY (1088) montre le réle de la congélation
dans 1l'augmentation de la positivité du Bl (CD20) le marqueur de COULTER
que nous utilisons aussi. Nous n'avons pas exploité cette hypothése alors
que l'auteur précédemment cité trouve 5/5 LAM, positives en CD20 en
immunocytochimie (APAAP) et négatives en IF (FACS).

Ces comparaisons immunocytochimie / IFI indispensables a notre
étude et qui ne demeurent qu'un outil d'analyse nous montrent les
difficultés de 1'interprétation des résultats d'un immunophénotypage. Il
faut en effet connaitre les limites de chaque technique avant de chercher
a établir une comparaison des résultats. Les techniques ne sont pas
interchangeables et les paramétres capables de modifier les sites

antigéniques (froid, fixation) sont essentiels.

D'autre part, le seuil limite au delad duquel on considére une
cellule positive doit étre déterminé avec rigueur, ceci pouvant expliquer
pourquoi d'une équipe & une autre, les résultats divergent parfois. Ainsi,
certains auteurs trouvent des LAM Callat J5) dans 10/15 cas en
immunocytochimie (LY B. et coll.L 1988), tandis que d'autres ne trouvent
aucun cas positif sur 41 LAM étudiées en immunocytochmie (HANSON C.A. et
coll. 1987).

Quoiqu'il en soit, il faut rappeler qu'un marqueur n'est jamais a
lul seul assez spécifique pour étre discriminant, et que le profil
immunologique d'une LA est seul interprétable. HNotre étude confirme
1'utilité de conserver la myélopéroxydase en association avec un marqueur
panmyélomonocytaire tel que le CD13 afin de pallier les cas ou l'un des
deux serait en défaut. Ceci aboutit chez certains auteurs & l'utilisation
d'un panel de dépistage (DREXLER H.G. et coll. 1988).

Pour conclure, voyons quelles sont les perspectives ouvertes par ce

travail.

Le principal probléme posé par notre étude est 1'utilisation
rationnelle d'une méthode pour le phénotypage des LAM. L'impossibilité de
révéler ces Ag lymphoides par la technique APAAP et & 1'inverse les bons

résultats obtenus en ABC sur des LAL, conduit & envisager 1'utilisation
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d'une seule technique, 1'ABC, pour autant que 1'ABC puisse révéler tous les

Ag myéloides nécessaires & 1'immunophénotypage des LAM.

La prochaine étape, qui sort du cadre de ce travail, est la mise au
point du phénotypage des LAM en ABC avec extension des premiers résultats

de LAL & de nobreux autres cas, toujours en paralléle avec 1'IFI (FACS).

Parallélement a cette étude, il sera nécessaire de trouver umn Ac
nti-
précoceEzD33 pour les LA peu différenciées, puisque celui qui est utilisé

efficacement en IFI ne donne pas de résultat en immunocytochimie.

De méme, l'utilisation d'unautreanti«CD13 serait sans doute
souhaitable, compte tenu des pourcentages relativement faibles obtenus dans

nos différents cas.

Ceci, afin d'aboutir comme d'autres auteurs déja cités a

l'établissement d'un panel de dépistage.

Alors que 1l'on s'apergoit de plus en plus de la nécessité de
disposer de différents moyens pour le diagnostic des leucémies aigués
1'immunocytochimie offre une alternative de mise en oeuvre simple et rapide

(< 24h) qui peut aisément s'appliquer aux cas de faible blastose.

La multiplicité des techniques de sensibilité et spécificiteé
différentes ouvre des perspectives optimistes quant a la caractérisation de

toutes les leucémies aigués.
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ANNEXE 1

TECHNIQUE APAAP AVEC REACTIFS DAKOPATTS

A — PREPARATION DES FROTTIS

a) Frottis de sang ou de moslle

Bien étalés séchés au moins 24h jusqu'a 7 jours, ou congelés
emballés dans du papier aluminium & - 80°C (- 20°C).

b) Décongélation :

Laisser les lames décongeler dans du papier aluminium pendant 1 heure
a température ambiante.

Déballer, marquer 1'Ac monoclonal testé sur chaque lame, entourer la
partie la plus fine du frottis par un cercle d'environ 12 & 15 mm de

diamétre sur l'envers du frottis.

B — ETAPE 1 : FIXATION

BFA : pour les marqueurs myéloides. Le jour du marquage, 20 & 40 sec.

Rincer a 1l'eau distillée rapidement. Puis étape 2.

ANF : Pour le CDW41, la veille du marquage, 1mn30
Rincer a 1'eau distillée rapidement.

Laisser sécher a4 1l'air. Puis étape 2 le lendemain.
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Réhydrater 15 mn en TBS ph 7,6

D — ETAPES 3 A 8 : MARQUAGE INMURNOLOGIQUE

Toutes les étapes se déroulent en chambre humide (boite de Pétri carrée
avec coton imbibé de TBS et tiges de verre pour supporter les lames). Les

frottis ne doivent sécher a aucun moment.

2 Btape 3 : Ac monoclonal
Diluer en TBS pH 7,6 : adapter la dilution & 1'Ac utilisé.
Sécher les bords du cercle, déposer 30 & 50 pl de 1'Ac dilué.
La goutte s'étale mieux si on la laisse tomber d'assez haut (10 cm).

Incuber 30 mn.

23 Etape 4 : Ringage
Rincer d'abord par un jet de pissette (TBS) en amont du cercle.

Puis laisser tremper 10 mn en TBS.

-2 Etape 5 : Ac de liaison
Diluer 1'Ac au 25¢ en TBS & 5% de sérum AB neutre humain.
Sécher les bords du cercle. Déposer 30 & 50 pl d'Ac dilué.

Incuber 30 mn

-+ Etape 6 : Rincage (cf étape 4)

-+ Etape 7 : APAAP
Diluer 1'APAAP au 50e& en TBS.
Sécher les bords du cercle;
Déposer 30 a 50 ul d'APAAP dilué.

Incuber 60 mn.




2 Etape 8 : Ringage (cf étape 4)

2 Etape 9 : Amplification
Amplifier en répétant les étape 5, 6, 7, 8.
Le nombre d'amplifications varie de 1 & 2 : au dela, cela allonge

excessivement la technique.

< Etape 10 : Révélation
On prépare extemporanément le substrat.
Recouvrir le spot avec le substrat filtre.
Incuber 30 mn & 1'obscurité.

2 Etape 11 : Rincage (cf étape 4)

< Etape 12 : Contre-coloration
Avant la contre-coloration, sécher les frottis a 1'air.
Recouvrir les spots avec 1'Hématoxyline de Mayer.
Incuber 5 mn.
Rincer & 1'eau courante.
Laisser tremper dans l'eau du robinet : 5 mm.
Sécher a 1l'air.

2 Etape 13 : Montage
Monter les lames en glycérine - gélatine (56°C).
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