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Résumé : La cytométrie en flux est un procédé d’analyse biologique basé sur
I’analyse des caractéristiques physiques de particules distinctes défilant 1’une
derriere 1’autre dans un flux de liquide par le biais de trois systeémes : flui-
dique, optique et informatique. Cette analyse est précédée d une étape de mar-
quage avec des molécules spécifiques d’une structure ou d’une fonction cel-
lulaire, ces molécules étant susceptibles d’émettre une fluorescence apres leur
excitation par un faisceau laser, le plus employé étant le laser a argon. Les
signaux de diffusion et de fluorescence (photons) sont captés par des détec-
teurs qui les transforment en signaux électriques qui seront traités par un sys-
téme informatique. La cytométrie en flux a investi un champ d’application
tres large en hématologie : I’immunophénotypage des hémopathies, la détec-
tion de la maladie résiduelle, la numération des réticulocytes, le diagnostic de
I’hémoglobinurie paroxystique nocturne. Ses champs d’applications en
immuno-hématologie sont multiples, notamment la numération des cellules
souches. D’autre part I’étude du cycle cellulaire a permis de mieux com-
prendre les facteurs contrélant 1’apoptose.

Généralités

L’étude de la cellule a longtemps reposé sur des obser-
vations microscopiques. La seule nécessité était alors de
grossir 1’objet afin de repérer les particularités propres a
chaque type cellulaire dans le but de les identifier et de
les compter et donc de détecter des anomalies quantita-
tives et qualitatives (1).

En hématologie biologique, la connaissance précise de
I’origine des cellules s’avere parfois indispensable pour
une caractérisation complete des maladies du sang

N

nécessitant a coté de la morphologie,
I’'immunophénotype, le caryotype voire la biologie molé-
culaire (2,3).

Parmi ces techniques, la cytométrie en flux (CMF),
basée sur la mesure de signaux lumineux émis par des
cellules devant une source lumineuse, s’est imposée
comme une technique de choix. Elle permet I’étude pré-
cise de cellules isolées entrainées dans un flux liquide.
Les cellules, alignées les unes derriere les autres et sépa-
rées d’au moins 1mm, défilent a grande vitesse (plus de
30 km/h) devant un rayon laser (4).
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La CMF a été développée dans les années 60 par les
chercheurs de Los Alamos et de Standford aux Etats
Unis. Elle ne s’est cependant réellement développée que
depuis les années 80 avec la mise au point d’appareils
performants : «les cytometres de flux» et le développe-
ment de la production des anticorps monoclonaux (5,6).

Analyse de la lumiere diffusée et de la

fluorescence :

La source lumineuse peut étre une lampe de vapeur de
mercure (ou de xenon) ou un laser (argon, Krypton,
Hélium), le plus utilisé étant le Laser a argon (488 nm et
514 nm) (4).

La source lumineuse permet I’excitation de molécules
fluorescentes appelées fluorochromes, marquant les
anticorps eux mé€me fixés sur des cellules, excitation qui
entraine la «diffusion lumineuse».

Cette derniere se fait soit dans 1’axe du laser, soit a 90°
et donne respectivement une information sur la taille et
la granularité (ou structure) de chacune des cellules a
analyser (6,7).

Le passage des cellules dans un cytometre est donc pré-
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cédé d’une étape de marquage avec des anticorps mar-
qués par des fluorochromes susceptibles d’émettre une
fluorescence apres leur illumination. Les signaux de dif-
fusion et de fluorescence (photons) sont captés par des
détecteurs qui les transforment en signaux électriques
(Figure 1), traités et amplifiés par un systeme informa-
tique. Chaque cellule est ainsi transformée en un "éve-
nement électrique" (event) avec plusieurs coordonnées
(taille, granularité, fluorescence 1, fluorescence 2...).
Ces évenements électriques forment des nuages de
points (sur des cytogrammes (Figure 2 et 3)) autour des-
quels on dessine des fenétres électroniques (gating). Au
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Figure 1 : Description d’un cytometre en flux
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Figure 2 : Cytogramme biparamétrique
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Figure 3 : Cytogramme biparamétrique
CD45 / Structure au cours d’une leucémie aigue
(Meilleure séparation des populations cellulaire

en particulier des blastes (CD45 faible)

des lymphocytes (CD45 fort)

sein de chaque fenétre, il est possible de préciser la dis-
tribution de la fluorescence sous forme d’histogramme de
distribution de fréquence (Figure 4). L’axe horizontal cor-
respond a I’étendu des canaux de fluorescence. La mesure
de D'intensité de la fluorescence se fait selon une échelle
arbitraire (8,9). Le nombre de canaux est de 0 a 1023 en

4

E II.' '1||
3 a
8 N \
et g "I
A | | | |
E \ :
s |/ \ o

/ \\1 / \

" e o *
intensité du signal

Figure 4 : Histogramme monoparamétrique

Rev Tun Biol Clin n° 20, Avril 2007




La cytométrie en flux : un nouvel outil diagnostique en hématologie

échelle linéaire, de 0 a 104 en mode logarithmique.

Fluorochromes

Les cellules en suspension de 1’échantillon sont mar-
quées par des anticorps monoclonaux marqués par des
fluorochromes (Tableau I) qui se lient spécifiquement a
des molécules de la surface cellulaire et plus récemment
a I’intérieur des cellules. La fluorescence est la proprié-
té que possedent certaines molécules lorsqu’elles sont
soumises a l’action d’un rayonnement électromagné-
tique d’émettre dans toutes les directions des radiations
lumineuses dont la longueur d’onde caractéristique de la
substance est différente de celles qui les ont provoquées.
Ces molécules, a I’état de repos (niveau d’énergie WO0),
ont la propriété d’absorber 1’énergie émise par une source

fluorochromes. Elles sont tres utiles comme marqueurs
de molécules.

Les fluorochromes choisis doivent étre compatibles
avec la source lumineuse utilisée. En cas d’utilisation
simultanée de plusieurs fluorochromes, ils doivent étre
distingués les uns des autres (spectres d’émission diffé-
rents) mais si possibles pouvoir étre excités par la méme
source lumineuse (1).

Lutilisation de plusieurs fluorochromes émettant a des
longueurs d’ondes différentes permet de marquer simul-
tanément les cellules par plusieurs fluorochromes pou-
vant se fixer sur des structures différentes (5). 3 ou 4
fluorochromes différents, ou plus, en fonction du
nombre de lasers, peuvent étre détectés en fonction de

Tableau I : Fluorochromes et tandems de fluorochromes couramment utilisés (4).

ABREVIATION NOMS DES FLUOROCHROMES LONGUEUR D’ONDE | LONGUEUR D’ONDE
D’EXCITATION D’EMISSION
FITC Isothiocyanate de Fluorescéine 488 525
TRITC Isothiocyanate de Tétraméthylrodamine 560 590
TR Texas Red 594 597-640(618)
PE Phycoérythrine 488 565-590(575)
APC Allophycocyanine 590 645-675
CYS5 Carboxyméthylindocyanine 677
PerCP Peridine-chlorophylle-A-proteine 488 672
AMCA 7-amino-4metylcoumarine-3- acide acetique 351 430
PE+TE Tandems* PE+Texas Red 488 597-640
PE/CY5 Tandems PE+CY5 488 677

e : Dans le tandem, la longueur d’onde émise par le premier fluorochrome excite le second dont la lumiére émise est

mesurée.

lumineuse et de gagner un niveau d’énergie supérieur
(W1) en faisant passer un électron d’une sous-couche a un
autre. Si I’apport d’énergie extérieure cesse, 1’électron va
gagner une sous - couche d’énergie inférieure W2, dans un
premier temps intermédiaire entre WO et W1. Dans cette
derniere étape, il va libérer I’énergie acquise = W1-W2
sous forme de lumiere selon la relation de base :

W =hv (h= constante de Planck, v=fréquence de la lumiere)
Les molécules qui ont cette propriété sont appelées
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leur longueur d’onde d’émission.

Appareillage

Le «cytometre en flux» est basée sur 3 systemes (Figure
1) (4,10) :

- Le systtme fluidique : assure par un mécanisme
d’hydrofocalisation le transport des cellules les unes
derriere les autres aprés leur marquage par un ou plu-
sieurs anticorps dans un liquide de gaine.

- Le systeme optique : les cellules passent dans une
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chambre de lecture devant un faisceau laser. Les lasers
présentent I’intérét d’émettre une lumiere monochroma-
tique. Selon les longueurs d’onde nécessaires pour exciter
le fluorochrome marquant I’anticorps lui-méme fixé sur
les cellules, on choisira un type de laser ou un autre (1).
Les différents signaux optiques émis (lumiere diffractée,
fluorescence...) définissant 3 canaux optiques (taille, gra-
nularité et fluorescence) sont séparés les uns des autres par
un jeu de miroirs et de filtres optiques. En effet, I’intensité
de la lumiere diffractée dans 1’axe (Angle = 10°) est pro-
portionnelle a la taille de la cellule (FSC : forward scatter);
celle diffractée a 90° est représentative de son contenu
cytoplasmique (SSC : side scatter) (11).

Les différents signaux optiques émis par la cellule doi-
vent étre focalisés, séparés puis acheminés vers des sys-
temes de détection ; photomultiplicateurs ou photo-
diodes. Ils sont pour cela, sélectionnées par différents
circuits optiques, composés d’une alternance de miroirs
et de filtres (Figure 1).

- Le systeme informatique : le signal électronique est
converti en valeurs digitales en mode linéaire ou loga-
rithmique. Le convertisseur ADC (analog to digital
converter) affecte une valeur numérique pouvant &étre
stockée électroniquement et proportionnelle a I’intensité
du signal (4). Le cytometre mémorise tous les para-
metres de chaque cellule considérée individuellement
dans une liste informatique le «list mode».

Présentation des résultats

Les profils immunophénotypiques des cellules sont éva-
Iués sur des sous-populations cellulaires par dénombre-
ment des éléments a I’intérieur d’une zone d’intérét et
sont exprimés en pourcentages ou en unités arbitraires
en fonction de I’intensité de fluorescence.

Ce procédé d’analyse individuelle (cellule par cellule)
est multiparamétrique. L’ordinateur calcule les données
statistiques associées aux distributions des parametres
mesurés et les représente sous la forme des :

- Histogrammes monoparamétriques ou I’axe des abs-
cisses représente l'intensité du signal analysé et 1’axe
des ordonnées le nombre de cellules (Figure 4).

- Histogrammes biparamétriques ou cytogrammes pré-
sentant deux signaux simultanément (Figure 2 et 3).

La détermination du seuil permet de distinguer les cel-
lules positives ou négatives exprimant ou n’exprimant
pas I’antigéne étudié (6).

Application en hématologie

La CMF a investi un champ d’application tres large.
Celui-ci ne cesse de s’étendre en raison, en particulier,
de la grande diversité des réactifs disponibles.

Les applications dans le secteur de 1’hématologie sont
difficiles a résumer (12,13), aussi nous n’en citerons que
quelques unes.

Immunophénotypage des hémopathies
malignes

Les leucémies aigues (LA) :

La CMF est la technique de choix pour le diagnostic
immunophénotypique des LA. Le but de
I’immunophénotypage est de repérer les cellules anor-
males, d’en déterminer les caractéristiques phénoty-
piques, la ou les lignée(s) cellulaire(s) d’origine, et leur
degré de maturation (14, 15, 16).
L’immunophénotypage est devenu un examen indispen-
sable au diagnostic des leucémies aigues. En effet, en
présence de blastes sans signes morphologiques de dif-
férenciation myéloide, I’'immunophénotypage est le seul
moyen permettant d’affirmer leur caractére myéloide
(17). L’introduction du marqueur CD 45 permet une
meilleure individualisation des populations cellulaires et
une précision accrue du fenétrage des blastes (figure 3).
Le phénotype immunologique des LA permet de définir
plusieurs sous-groupes (tableau II), dont certains sont
corrélés a un aspect cytologique et/ou a des anomalies
cytogénétiques et moléculaires. Il identifie certaines
formes rares de LA. (16,18).

Dans la classification EGIL (european group for immu-
nological characterization of leukemias) (17), la défini-
tion immunologique des leucémies aigues myéloides
(LAM) repose sur l’expression par les blastes d’au
moins deux marqueurs myéloides : MPO, CD13, CD33,
CD65, CD117. La CMF permet de rattacher pratique-
ment toutes les LAL aux lignées B ou T et a certains
stades de la différenciation au sein de chacune de ces
lignées (17) (tableau II).
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Tableau II : Classification immunologique des leucémies aigues (2)

1/ Leucémies aigues lymphoblastiques B : CD19+, CD79a+, 0022+ (au moins 2 des 3)

- Pro B (BI) Td T+, HLA-DR+, CD10-

- Commune (BII) TdT+, HLA-DR+, CD10+
- Pré B (BIII) TdT+, HLA-DR+, CD10+, u cyto+
- B mature (B IV) TdT-, HLADR+, CD10+/-, p cyto+, Igs+

2/ Leucémies aigues lymphoblastiques T: CD3c/s+
- Pro T (T I) CD3c+ CD7+

- Pré T (T II) CD3c+, CD7+ , CD2+, CD5+/-, CD8+/-
- Cortical T (T III) CD3C+, CD7+, CD2+, CD1a+, CD4+ ou CD8+
- Mature (T IV) CD 3s+, CD7+, CD2+, CDl1a-, TCR x/_ ou x/_

3/ Leucémies aigues myéloides :

anti MPO+, CD13+, CD33+, CD65+, CD117+ (au moins 2 des 5)

L’immunophénotypage permet aussi I’identification des
marqueurs pronostiques des LA tels que la présence de
marqueurs lymphoides (exemple CD19 et CD56) au
cours de leucémies aigues myéloides (19,20) et
I’évaluation de la maladie résiduelle (ensemble des cel-
lules malignes persistant dans 1’organisme et non détec-
tables par I’étude morphologique classique). La caracté-
risation des cellules leucémiques de la maladie résiduel-
le repose sur la mise en évidence par un marquage mul-
tiple de phénotypes «aberrants» non retrouvés dans la
différenciation lymphoide ou myéloide normale. La
maladie résiduelle est définie par la présence du phénoty-
pe «aberrant» (le méme que celui identifié lors du dia-
gnostic) a un seuil de sensibilité de ’ordre de 10-5. En
comparant la CMF a la biologie moléculaire, en dehors de
la difficulté pratique (qualité de 1’échantillon, nécessité de
disposer d’un grand nombre de cellules, fixation non spé-
cifique des anticorps, difficulté a définir les seuils de posi-
tivité par rapport au témoin) et au fait que le phénotype
«aberrant» n’est pas présent dans toutes les cellules de la
population maligne, la cytométrie en flux présente plu-
sieurs avantages par rapport a la biologie moléculaire
(sensibilité équivalente, moindre cofit, rapidité de résul-
tats, ne dépend pas de I’existence d’un transcrit) (16,21,
2223).
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Les syndromes lymphoprolifératifs Chroniques (SLP) :
Dans les SLP chroniques, I’immunophénotypage permet
de distinguer (24) :

- une prolifération maligne d’une hyperlymphocytose
réactionnelle, en particulier dans un contexte d’infection
virale. Pour les proliférations lymphocytaires B
malignes, on distingue une restriction isotypique des
chaines 1égeres d’immunoglobulines de type Kappa ou
Lambda, permettant d’affirmer la monoclonalité dans
98% des cas.

- de déterminer la nature B, T ou NK de la prolifération :
il est impossible par le seul examen morphologique de
distinguer les cellules lymphoides B des cellules lym-
phoides T. Cette distinction est cependant importante en
raison des différences de pronostic entre les proliférations B,
T et NK. Si la réalisation de ces immunophénotypages est
relativement aisée, il n’en va pas de méme de
I’interprétation des résultats au cours d’un diagnostic de
lymphoprolifération de type T/ ou Natural Killer (NK) (25).
-d’aider au diagnostic et a la classification des SLP chro-
niques. Pour les SLP chroniques de type B (90% des
SLP chroniques), I’interprétation des résultats repose sur
la positivité/négativité de certains marqueurs mais aussi
leur intensité d’expression (tableau III).

Le score de Matutes (26), basé sur 5 marqueurs, CD5,



revue générale

CD23, FMC7, intensité d’expression du CD22 et des
immunoglobulines de surface, a pour objectif de distin-
guer la leucémie lymphoide chronique de type B (LLC
B) des autres SLP chroniques (tableau III).
Numération des réticulocytes :

La détermination des réticulocytes mise au point par
Coulter est une application de la méthode utilisée pour
la détermination de la formule leucocytaire, adaptable
sur tous les Coulter actuellement en service. Il s’agit

d’une méthode semi automatisée, qui combine 1’usage
d’une coloration supravitale au bleu de méthylene avec une
analyse par un cytometre en flux utilisant un laser de faible
énergie. D’autres sondes fluorescentes des acides
nucléiques sont utilisées. Ainsi la technique de Nobe utilise
le thiazole orange qui est un marqueur fluorescent de

I’ARN, la fluorescence est analysée par cytometrie (27,28).
Diagnostic de I’hémoglobinurie paroxystique
nocturne :

Tableau III : Profil d’expression dans les pathologies lymphoprolifératives chroniques d’origine B (21)

Marqueurs LLC LPL SLVL HCL LF LM
CD19 + + + + + +
Igs faible ++ +/++ +/++ ++ ++
CD5 + -/+ - - - +
CD23 + - - - +/- -
CD22 faible ++ + + + +
CD7%b - + + + + +
FMC7 - + + + + +
CD10 - - - - +/- -
CD25 +/- +/- - ++ + -
CDllc -/+ +/- ++ ++ -/+ -
CD103 - - +/- + - -
CD43 + + + - + +
CD38 -/+ - -/+ -/+ -
Score 4o0us 0 0 0 0/1 1ou?2
de Matutes

Abréviations :

+ : positif

- : négatif

+/- : positif dans plus de 50% des cas
++ : fortement positif

-/+ : positif dans mois de 50% des cas
LLC : leucémie lymphoide chronique
LF : lymphome folliculaire

LPL : leucémie prolymphocytaire

LM : lymphome du manteau

SLVL : syndrome des lymphocytes villeux
HCL : leucémie a tricholeucocytes.

10

Les techniques de CMF peuvent également étre appli-
quées au diagnostic de I’hémoglobinurie paroxystique
nocturne (HNP)(29,30). Cette pathologie qui résulte
d’une mutation somatique au niveau des cellules
souches, se traduit par un déficit partiel ou total des pro-
téines de surface liées a la membrane cellulaire par un
groupement glycophosphatidyl inositol (GPi) (exemple
CD55, CD58, CD59), présents sur la plupart des cellules
hématopoiétiques et non hématopoiétiques. Sur la popu-
lation érythrocytaire des patients, on observe le plus
souvent deux populations cellulaire : I'une exprimant
normalement la protéine (type I) I’autre étant soit par-
tiellement (type II) soit totalement déficitaire (type III).

Rev Tun Biol Clin n° 20, Avril 2007
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La CMF est bien sir plus sensible que le test de HAM-
DACIE classiquement pratiqué sur les hématies, parti-
culierement lorsque la proportion des cellules anormales
est faible. Cependant, en raison de la fragilité des héma-
ties pathologiques et des éventuelles transfusions,
I’étude conjointe des autres lignées cellulaire apparait le
plus souvent nécessaire. En effet, d’autres marqueurs a
GPi non érythrocytaires peuvent également étre recher-
chés tels que le CD 14 au niveau des monocytes et le CD
16 au niveau des polynucléaires neutrophiles.
Cytogénétique en flux :

Les chromosomes sont mis en suspension puis incubés
en présence de substances fluorescentes (molécules
fluorescentes spécifiques de certains geénes, anticorps
dirigés contre des protéines constituants des chromo-
somes et marqués par des fluorochromes....).

L’analyse des intensités de fluorescence émise par
chaque chromosome permet de les classer selon la quan-
tité de substances fluorescentes qu’ils ont fixées (fonc-
tion de leur contenu en ADN) et donc d’obtenir un his-
togramme représentant le caryotype en flux (31).
Immuno-hématologie :

La CMF permet d’évaluer 1’expression des antigénes
des groupes sanguins (29, 32, 33) ainsi que la proportion
des cellules positives et négatives. Ainsi, elle est tres
utile pour phénotyper des doubles populations érythro-
cytaires, particulierement dans le cas ou I’'une des popu-
lations est trés minoritaire et pour phénotyper avec plu-
sieurs anticorps chacune des populations d’un mélange
cellulaire plus au moins complexe. La CMF permet égale-
ment de détecter les antigenes intracellulaires apres per-
méabilisation de la membrane érythrocytaire.

Par ailleurs, cette technique est utilisée pour le contréle
de la déleucocytation en dénombrant les leucocytes rési-
duels contaminant les préparations plaquettaires et éry-
throcytaires utilisées en transfusion.

La CMF est a priori une technique parfaitement adaptée a
I’étude quantitative des anticorps. En particulier de nom-
breuses équipes européennes ont utilisé la CMF pour titrer
les anticorps anti D des femmes enceintes immunisées.
Enfin, D'utilisation d’anticorps réagissant de maniere
spécifique avec les antigénes leucocytaires humains a
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permis 1’étude des phénotypes HLA de classe I et 11
(34.35).

Etude des sous populations lymphocytaires

Les processus immunitaires font intervenir I’ensemble
des populations leucocytaires sanguines. Leur numérisa-
tion et leur caractérisation sont des parametres impor-
tants pour la connaissance du phénotype immunitaire.
La mise sur le marché de cytometres de maniement plus
aisé qui sont figés dans des configurations simplifiées et
adaptées a I’étude d’une ou deux populations cellulaires
a facilité ce type d’analyse (35). C’est I’exemple de
I’étude des sous populations lymphocytaires T chez les
sidéens qui est systématisée grace a la CMF (36,37). En
effet, 'infection par le virus VIH se traduit par des
désordres immunitaires liés a la disparition progressive
des lymphocytes T helper (TCD4+) et des lymphocytes
T cytotoxiques/suppresseurs (TCD8+). Le suivi des
numérations en valeur absolue des LT CD4+ et LT CD8+
donne une indication sur I’évolution de la maladie.
Numération des cellules CD 34 :

La cytometrie en flux a la possibilité de faire la numéra-
tion des progéniteurs hématopoiétiques en utilisant
comme traceur un anticorps monoclonal marqué qui
reconnait la molécule CD34 a la surface des cellules
souches. Cette molécule est présente a la fois sur les cel-
lules immatures et sur tous les progéniteurs en voie de
différenciation (39).

La numération des progéniteurs CD34+ est primordiale
en cas de greffe de cellules souches hématopoiétiques
(CSH), qu’ils s’agissent de 1’autogreffe ou de
I’allogreffe. Ainsi, la CMF permet d’estimer les capaci-
tés de régénération d’un échantillon de moelle osseuse,
de sang de cordon ou de sang périphériques. Ces
matrices représentent les sources de CSH.

Autres applications :

Font partie des nouvelles applications de la CMF,

- L’étude du cycle cellulaire : L’analyse du pourcentage
de cellules dans les différentes phases GO/G1, S et G2/M
du cycle cellulaire a permis 1’étude des facteurs contrd-
lant ’apoptose (40,41).

- Le tri cellulaire : Une fragmentation contrélée du flux
liquide conduit a I’emprisonnement de chaque cellule

11
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dans une goutte peu apres 1’analyse dans un délai parfai-
tement connu par la machine durant lequel elle décidera
de charger électrostatiquement chaque goutte contenant
une seule cellule intacte et viable répondant a des criteres
désigné par le chercheur. Les gouttes chargées sont
déviées de leur chute initiale par un champ électrique
constant et dirigées vers des flacons collecteurs (42).

- La détection de cellules métastatiques de tumeurs
solides dans le sang ou la moelle (43,44).

- L’Array : C’est I'utilisation de billes pour des dosages
immunologiques des molécules telles que les cytokines
dans les milieux biologiques (45).
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