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Description

[0001] La présente invention concerne de nouveaux
conditionnements pour colorants photosensibles et une
nouvelle méthode de conditionnement de réactifs a base
de fluorochromes pour la cytométrie.

[0002] La cytométrie de flux est une technique d’ana-
lyse de cellules trés utilisée depuis des décennies. Cette
technique met en jeu au moins un fluorochrome.
[0003] C’est un outil puissant pour I'analyse antigéni-
que cellulaire. Cette technique permet d’analyser plu-
sieurs cibles antigéniques en méme temps grace a des
combinaisons d’anticorps conjugués a des fluorochro-
mes. Les principaux fluorochromes utilisés en cytométrie
sont la fluorescéine isothiocyanate (FITC), la phycoé-
rythrine (PE), 'allophycocyanine (APC), le PercP, les
tandems phycoérythrine-cyanine 5 (PC5), phycoérythri-
ne-cyanine 7 (PC7) et phycoérythrine-texas red (ECD ou
PETR). Ces fluorochromes absorbent les radiations lu-
mineuses particulierement a 488 nm et 633 nm qui sont
les principales longueurs d’'ondes d’émission des lasers
utilisés sur les cytométres. Les tandems PC5, PC7, ECD
utilisent le principe du transfert d’énergie, c’est a dire que
le laser du cytometre excite la molécule dans la zone
spectrale de la phycoérythrine qui restitue I'énergie ab-
sorbée a la molécule accepteuse (cyanine 5, cyanine 7
ou Texas red) qui va elle méme la restituer sous forme
radiative a sa longueur d’'onde d’émission.

[0004] Les colorants tandems absorbent néanmoins
la lumiére dans toute la zone spectrale et particuliére-
ment dans la zone du visible (400-800 nm) et la deman-
deresse s’est rendue compte que ces fluorochromes,
seuls ou en tandem, faisaient I'objet de dégradations
sensibles pendant leur conservation.

[0005] Ces dégradations induisent une détérioration
de l'efficacité du transfert énergétique qui conduit a une
augmentation de l'intensité de fluorescence de la phy-
coérythrine a 580 nm. Ce phénoméne se traduit en cy-
tométrie par une augmentation de fluorescence (appelée
fuite) dans le canal de la phycoérythrine (FL2) pouvant
conduire a différents problémes :

- Apparition de cellules faussement positives

- Nécessité d’augmenter les compensations afin de
retrouver les valeurs d’intensité de fluorescence ini-
tiales.

[0006] Le dernier point est particulierement crucial
dans le cas des systémes informatiques de compensa-
tion automatique.

[0007] GB-A-2 086 342 décrit un récipient pour des
produits qui sont sensibles aux radiations du spectre lu-
mineux notamment du lait, caractérisé en ce que le ré-
cipient comprend deux couches qui effectuent la réten-
tion de la lumiere avec une longueur d’'onde de moins de
800 nm et de 800 nm ou plus haut.

[0008] Le tandem phycoérythrine-allophycocyanine a
été décrit depuis prés de 20 ans (Glazer et al. Biophys.
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J. (1983) 83, 383-386 et les tandems phycoérythrine-
cyanine 5 depuis prés de 10 ans Lanier et al. Methods
(1991) Vol 2 N°3 192-199. Depuis, ce genre de produits
est commercialisé dans des flacons de verre brun ou
ambré par les Sociétes BECTON DICKINSON,
PHARMINGEN, DAKO, IQP, ou CALTAG.

[0009] Il serait donc souhaitable de disposer d’'un con-
ditionnement de fluorochromes assurant la conservation
desdits fluorochromes pendant une durée prolongée.
[0010] Aprés un certain nombre de tests, la demande-
resse a émis I'hypothése que ces fluorochromes pour-
raient étre sensibles a la lumiére visible. Elle a alors re-
couvertles parois latérales des flacons de fluorochromes
d’une gaine thermorétractable absorbant la lumiére visi-
ble. Une amélioration trés sensible a alors été observée,
ne donnant toutefois pas encore totale satisfaction. Elle
a alors procédé a d’autres essais qui n'apportaient pas
de progres supplémentaire.

[0011] En poursuivant encore ses recherches, la de-
manderesse a découvert avec étonnement que le fait
que le fond des flacons gainés ne soit pas protégés suf-
fisait a dégrader les fluorochromes, lorsque les flacons
étaient manipulés ou renversés a plat sur leur cété au
lieu d’étre posés sur leur fond. Elle a alors compris que
ces fluorochromes étaient trés sensibles aux longueurs
d’onde allant de 200 a 900 nanomeétres, notamment a la
lumiére visible, particulierement aux longueurs d’onde
allant de 400 a 700 nanomeétres et singulierement aux
longueurs d’onde allant de 400 a 600 nanomeétres.
[0012] Selon la demanderesse, la dégradation des
tandems aurait pour origine un phénoméne d’oxydation
photo induit dans lequel les molécules jouent le réle de
photo sensibilisateur, c’est a dire qu’elles sont capables
d’activer I'oxygene :

- par transfert de I'énergie lumineuse absorbée avec
génération d’oxygéne singulet (mécanisme dit de ty-
pe l1),

- partransfertd’électron al'étatexcité avec génération
de radicaux oxygénés (mécanisme dit de type I).

[0013] L’invention repose sur l'utilisation de flacons
opaques aux radiations lumineuses excitatrices des tan-
dems, c’est a dire entre 200 et 900 nm et plus particulié-
rement entre 400 et 800 nm.

[0014] C’est pourquoila présente demande a pour ob-
jet un conditionnement comprenant un fluorochrome
sensible aux longueurs d’onde allant de 200 a 900 na-
nometres et singulierement aux longueurs d’onde allant
de 400 a 600 nanomeétres placé dans un flacon dont au
moins les parois latérales forment un écran efficace aux
radiations du spectre lumineux entre 200 et 900 nm, par-
ticulierement aux longueurs d’onde allant de 400 a 800
nanomeétres, plus particulierement de 400 a 700 nano-
metres et singulierement entre 400 et 600 nm.

[0015] Dans la présente demande et dans ce qui suit,
les termes «fluorochrome sensible a la lumiére visible»
désignent un fluorochrome dontla structure estdégradée
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par une émission aux longueurs d’'onde indiquée , par
exemple la fluorescéine isothiocyanate (FITC), la phy-
coérythrine (PE), I'allophycocyanine (APC), le PercP, les
tandems phycoérythrine-cyanine 7 (PC7), phycoérythri-
ne-cyanine 5 (PC5) et phycoérythrine-texas red (ECD ou
PETR), de préférence ces deux derniers. Les termes
«forment un écran efficace aux radiations» signifient que
au moins 95 %, de préférence au moins 98 %, particu-
lierement au moins 99 % et tout particulierement 100%
des radiations du visible sont stoppées par les parois
latérales du flacon en raison de leur structure (nature,
traitement ou gainage notamment). Le terme « flacon»
désigne de préférence une petite bouteille de préférence
a vis, équipée d’'un bouchon avec ou sans septum. Le
flacon peut étre en polyéthylene, polypropyléne, polycar-
bonate, mais de préférence en verre. Sa capacité peut
aller de préférence de 50 pl a 50 ml, notamment de 100
wl a 20 ml, particulierement de 500 wl a 10 ml et tout
particulierement de 1 ml a 10 ml. Un flacon de 5 ml peut
par exemple étre rempli par 1 a 2 ml de solution.
[0016] On préfere tout particulierement des flacons de
verre de 5 ml environ.

[0017] Dans des conditions préférentielles de mise en
oeuvre de l'invention, le fond du flacon forme également
un écran efficace aux radiations du spectre visible.
[0018] Il est déja connu en parfumerie des techniques
de gainage ou revétement de flacons formant un écran
efficace aux radiations du spectre visible, utilisées a des
fins esthétiques.

[0019] On peut citer par exemple le revétement par
poudrage électrostatique qui consiste a entourer les fla-
cons d’'un septum qui est transpercé par une électrode
qui est installée dans le flacon a recouvrir. Les flacons
sont placés dans une enceinte dans laquelle se trouve
une poudre pulvérisée, chargée d’un signe opposé a ce-
lui du flacon. La poudre se dépose alors sur le flacon sur
lequel elle est fixée par exemple par cuisson dans un
four a environ 180°C. Dans le cadre de l'invention, on
peut utiliser par exemple une poudre de résine époxy
absorbant de préférence dans les longueurs d’ondes ci-
dessus indiquées, particuliérement 600 a 800 nanomé-
tres, de couleur noire ou bleue notamment.

[0020] On peutaussigainerleflacond’une gaine avan-
tageusement thermorétractable recouvrant de préféren-
ce également le fond du flacon.

[0021] Onpeutencoreirradier certains types de verres
par rayonnement gamma.

[0022] On peut tout autant effectuer un surmoulage a
I'aide d’un film plastique, ce qui offre 'avantage de pou-
voir recouvrir le fond des flacons.

[0023] Les conditionnements objet de la présente in-
vention possédent de trés intéressantes propriétés. L'uti-
lisation de flaconnages recouverts ou traités comme dé-
crit ci-dessus supprime le phénoméne d’oxydation pho-
toinduit et conféere une excellente stabilité aux conjugués
fluorochromes-anticorps ou tandems-anticorps.

[0024] Ces propriétés sont illustrées ci-aprés dans la
partie expérimentale.
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[0025] Laprésente demande aaussipourobjetun pro-
cédé de protection de fluorochromes sensibles a la lu-
miére visible et singulierement aux longueurs d’'onde al-
lant de 400 a 600 nanomeétres lors de leur conservation,
dans lequel on utilise le conditionnement selon la pré-
sente invention.

[0026] Les conditions préférentielles de mise en
oeuvre des conditionnements ci-dessus décrites s’appli-
quent également aux autres objets de l'invention visés
ci-dessus, notamment au procédé de protection de fluo-
rochromes.

[0027] Les exemples qui suivent illustrent la présente
demande.

- lesfigures 1A, B, C, D et E représentent les résultats
de fluorescence obtenus avec des échantillons de
conjugués Anticorps anti-CD3-Phycoérythrine-cya-
nine 5 contenus dans leur flacon d’origine ou d’un
flacon selon l'invention, et soumis a l'action de la
lumiére, et

- les figures 2A, B, C et D représentent les résultats
de fluorescence obtenus avec des échantillons de
conjugués Anticorps anti-CD19-Phycoérythrine-
texas red contenus dans leur flacon d’origine ou d’'un
flacon selon l'invention, et soumis a I'action de la
lumiere.

[0028] Plus précisément,

- lesfigures 1A et 2A concernent un conjugué protégé
de la lumiére, servant de témoin,

- lesfigures 1B et 2B concernent un conjugué condi-
tionné dans un flacon de verre commercial Beck-
manCoulter Immunotech de la gamme IOTEST,

- lesfigures 1C et 2C concernent un conjugué condi-
tionné dans un flacon de verre commercial Beck-
manCoulter Immunotech de la gamme Cytostat,

- lafigure 1D concerne un conjugué conditionné dans
un flacon de verre commercial BECTON DICKIN-
SON Pharmingen, et

- lesfigures 1E et 2D concernent un conjugué condi-
tionné dans un flacon de verre commercial Beck-
manCoulter Immunotech de la gamme IOTEST re-
couvert d’'une couche de vernis époxy selon le pro-
cédé de poudrage électrostatique de I'exemple 1.

Exemple 1 : Revétement d’un flacon de verre a l'aide de
résine époxy

[0029] On place des flacons commerciaux en verre
destinés a recevoir des conjugués Anticorps anti-CD3-
Phycoérythrine-cyanine 5 de BeckmanCoulter Immuno-
tech de la gamme IOTEST dans une chaine mettant en
oeuvre les étapes suivantes :

On lave les flacons.
On les passe dans un four de séchage.
On les passe ensuite dans une cabine dans laquelle
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les flacons sont recouverts d’'un septum transpercé
par une électrode.

La poudre de résine époxy Noir mat AKZO référence
NOIR MAT 1P200 8391 (nouvelle référence
ANO052F) de charge opposée a celle de I'électrode
pulvérisée dans la cabine s’applique par phénomeéne
électrostatique sur la surface des flacons que l'on
fait alors passer dans un four de cuisson a 180°C.

Exemple 2 : Revétement d’un flacon de verre a l'aide de
gaine thermo-rétractable de polyéthyléne

[0030] On a recouvert les cotés et le col de flacons
commerciaux de 6ml en verre destinés a recevoir des
conjugués Anticorps anti-CD3-Phycoérythrine-cyanine 5
de Beckman Coulter Immunotech de la gamme IOTEST
a l'aide de gaine thermo-rétractable de polyéthyléne
commercialisée par la société SLEEVER INTERNATIO-
NAL.

Exemple 3 : Fabrication d’un flacon de verre recouvert
de résine époxy rempli d’'une solution de conjugués An-
ticorps anti-CD3-Phycoérythrine-cyanine 5 dans du
PBS, de la BSA 2mg/ml, azide de sodium 0,1%.

[0031] Onaremplides flacons fabriqués selon 'exem-
ple 1 avec chacun 2 ml d’'une solution de conjugués An-
ticorps anti-CD3-Phycoérythrine-cyanine 5 dans du tam-
pon phosphate / sérum albumine bovine (2 mg/ml) / azo-
ture de sodium 0,1%.

Exemple 4 : Essai de conservation de conjugués Anti-
corps anti-CD3-Phycoérythrine-cyanine 5

[0032] Afin de démontrer I'efficacité du procédé de I'in-
vention, des flacons commerciaux et modifiés contenant
des anticorps anti-CD3 conjugués a des fluorochromes
PC5 et ECD ont subi un test de dégradation forcé selon
la méthode décrite dans les bonnes pratiques de fabri-
cation (Good Manufacturing Practice (GMP)) de la Food
and Drug Administration américaine.

[0033] Différents conditionnements ont été testés :

- Flacon commercial BeckmanCoulter Immunotech
de la gamme IOTEST

- Flacon commercial BeckmanCoulter Immunotech
de la gamme Cytostat

- Flacon commercial BeckmanCoulter Immunotech
de la gamme IOTEST recouvert d’'une couche de
vernis époxy selon le procédé de poudrage électros-
tatique

- Flacon commercial BECTON DICKINSON Pharmin-
gen.

[0034] Cesflacons contenantles conjugués anticorps-
tandems ont été introduits dans une chambre équipée
de tubes fluorescents et ont été soumis a une dose lu-
mineuse totale de 1,2.108 lux.h.
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[0035] La figure 1 montre I'excellente protection du
contenu des flacons en mettant en oeuvre l'invention. En
effetles tandems introduits dans le flacon BeckmanCoul-
ter Immunotech de la gamme IOTEST recouvert d’'une
couche de vernis époxy selon le procédé de poudrage
électrostatique présentent une autofluorescence en FL2
identique a celle du témoin non irradié. En revanche tous
les autres types de flaconnage montrent une perméabi-
lité lumineuse qui se traduit par une « fuite » en FL2, c’est
a dire une augmentation de I'autofluorescence avec ap-
parition de cellules faussement positives.

Exemple 5 : Essai de conservation de conjugués Anti-
corps anti-CD19- phycoérythrine-texas red

[0036] On a opéré comme a I'exemple 4, mais avec
des conjugués Anticorps anti-CD19-phycoérythrine-
texas red. Les résultats sont donnés a la figure 2.
[0037] L’analyse des résultats conduit aux mémes
conclusions qu’a I'exemple 4.

Revendications

1. Unconditionnement comprenantun ensemble cons-
titué d’un fluorochrome sensible a la lumiére visible
et d’un flacon dans lequel il est placé, au moins les
parois latérales dudit flacon formant un écran effica-
ce aux radiations du spectre lumineux entre 200 et
900 nm, caractérisé en ce que le fluorochrome est
choisi parmi la fluorescéine isothiocyanate (FITC),
la phycoérytrine (PE), I'allophycocyanine (APC), le
PercP et caractérisé en ce que les parois latérales
du flacon ont une structure stoppant au moins 95%
des radiations du visible.

2. Unconditionnement selon larevendication 1, carac-
térisé en ce que le fond du flacon forme également
un écran efficace aux radiations du spectre visible.

3. Un conditionnement selon la revendication 1 ou 2,
caractérisé en ce que l'effet écran efficace aux ra-
diations est obtenu par revétement par poudrage
électrostatique, par gainage du flacon d’une gaine,
par irradiation de certains types de verres par rayon-
nement gamma, ou par surmoulage.

4. Un conditionnement selon I'une des revendications
1 a 3, caractérisé en ce que le fluorochrome fait
partie des tandems phycoérythrine-cyanine 7 (PC7),
phycoérythrine-cyanine 5 (PC5) et phycoérythrine-
texas red (ECD ou PETR).

5. Un procédé de protection de fluorochromes sensi-
bles a la lumiére visible lors de leur conservation,
dans lequel on utilise le conditionnement selon I'une
des revendications 1 a 4.
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Claims

A packaging comprising an assembly formed by a
fluorochrome sensitive to visible light and a bottle in
which it is placed, at least the side walls of said bottle
forming an effective screen against light spectrum
radiation between 200 and 900 nm, characterised
in that the fluorochrome is chosen from fluoroscein
isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), allophy-
cocyanine (APC), PercP and characterised in that
the side walls of the bottle have a structure which
blocks at least 95% of visible light radiation.

A packaging according to Claim 1, characterised
in that the bottom of the bottle also forms an effective
screen against visible spectrum radiation.

A packaging according to Claim 1 or 2, character-
ised in that the screening effect effective against
radiation is obtained by coating with electrostatic
powdering, by covering the bottle with a sleeve, by
irradiating some types of glass with gamma radia-
tion, or by cast moulding.

A packaging according to any one of Claims 1 to 3,
characterised in that the fluorochrome is part of
the phycoerythrin-cyanine 7 (PC7), phycoerythrin-
cyanine 5 (PC5) and phycoerythrin-texas red (ECD
or PETR) tandems.

A process for protecting fluorochromes sensitive to
visible light during their storage, in which the pack-
aging according to any one of Claims 1 to 4 is used.

Patentanspriiche

1.

Eine Verpackung, die eine Gruppe umfasst, die von
einem gegenliber dem sichtbaren Licht empfindli-
chen Fluorochrom gebildet wird und von einem Fla-
kon, in dem es platziert ist, wobei mindestens die
Seitenwénde des Flakons einen gegeniber den
Strahlen des Lichtspektrums zwischen 200 und 900
nm wirksamen Schirm bilden, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Fluorochrom aus dem Fluore-
sceinisothiocyanat (FITC), dem Phycoerythrin (PE),
dem Allophycocyanin (APC), dem PercP ausge-
wahlt ist und dadurch gekennzeichnet, dass die
Seitenwéande des Flakons eine Struktur haben, die
mindestens 95 % der Strahlen des sichtbaren Lichts
stoppen.

Eine Verpackung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Boden des Flakons eben-
falls einen gegeniiber den Strahlen des sichtbaren
Spektrums wirksamen Schirm bildet.

Eine Verpackung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
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gekennzeichnet, dass der gegenulber Strahlen
wirksame Schirmeffekt mittels Beschichten durch
elektrostatisches Bepudem, durch Umhillen des
Flakons mit einem Mantel, durch Bestrahlen einiger
Glastypen mit Gammastrahlen oder durch Uberfor-
men hergestellt wird.

Eine Verpackung nach einem der Anspriiche 1 bis
3, dadurch gekennzeichnet, dass das Fluoro-
chrom Bestandteil der Tandems Phycoerythrin Cy-
anin 7 (PC7), Phycoerythrin Cyanin 5 (PC5) und
Phycoerythrin Texas Red (ECD oder PETR) ist.

Ein Verfahren zum Schutz von bei ihrer Aufbewah-
rung gegeniiber dem sichtbaren Licht empfindlichen
Fluorochromen, bei dem die Verpackung nach ei-
nem der Anspriiche 1 bis 4 verwendet wird.
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