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Comme le brevet principal, la présente invention
concerne un perfectionnement apporté au domaine de la
cytologie et, plus particuliérement, un procédé d'examen
et d'analyse, sous le microscope, des &léments figurés
d'un sang encore vivant. En utilisant un seul colorant pur,
sans fixation et de fagon plus précise et rapide qu'on ne
le pouvait jusqu'3 présent 3 l'aide d'appareils manuels
ou automatisés pour 1'établissement d'une formule leuco-
cytaire du sang, le procédé proposé permet d'effectuer,
dans le champ d'un microscope, des opérations optiques de
différenciation, d'identification, de comparaison et de
numération, de chacun des globules blancs ou leucocytes
appartenant 3 une série de globules blancs que l'on trouve
dans du sang humain normal et/ou pathologique.

Ehrlich a permis de reconnaltre plus facilement
des &lé&ments biologiques par examen au microscope et en .
vue d'une observation photographique en utilisant des
colorations (3 1'aide de colorants dérivés de l'aniline)
pour identifier certains globules blancs du sang. Ehrlich
a été le premier 3 noter que certains colorants sont
métachromatiques, en observant que la colcoration de la
cellule oblige celle~ci 3 prendre ou absorber une couleur
différente de celle du colorant ou de la couleur 3 laquelle
on s'attendait d'aprés le colorant. On a observé, par
exemple, que les globules basophiles prennent une couleur
différente de celle du colorant. Il a également &té& indi-
gqué que d'autres spécimens histologiques, différents des
globules sanguins, se colorent en plusieurs couleurs
différentes identifiables.

Un passage en revue de 1'état de la technigue
indique qu'il est de pratique quasi-universelle d'appliquer,
avant la coloration (qui utilise d'ordinaire plusieurs
colorants chimiques différents mélangés), un mode opé-
ratoire de fixation pouvant exiger jusqu'a une demi-heure
de traitement avant gqu'on puisse soumettre le spécimen
biologique au processus de coloration. Les fixateurs sont

généralement des conservateurs et dénaturants qui nuisent
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souvent a la sensibilité de la sorption du ou des colo-
rants. Par exemple, les fixateurs comprennent le formal-
déhyde, aussi bien sous forme liquide que de vapeur, des
alcools absolus (méthyligue), du picroformol, etc.
Trés souvent, les cellules vivantes ne se colorent pas &
1l'aide de colorants vitaux et des fixateurs sont essen-
tiels pour la coloration des .spécimens. La cytochimie
comprend des renseignements considérables sur les techni-
ques mises au point pour assurer une coloration repro-
ductible des globules sanguins. De nombreux additifs
essentiels sont normalement instables et se d&tériorent
rapidement, ce gui rend difficile et parfois peu slire
1'identification des cellules. Le docteur Thomas E.
Necheles a observé, 3 propos de l'analyse des leucocytes,
que "ce systaéme a subi peu ou pas de changement en 50 ans®.

Or, la cocloration constitue bien un moyen pour
discerner les détails qu'il serait impossible, sinon,
de discerner, en soumettant 3 une rdaction colorée des
cellules et leurs constituants colorables, que ces consti-
tuants soient métaboliques, fonctionnels ou pathologiques.

Les hfpitaux des Etats-Unis d'Amérigue ont
commencé 3 dénombrer les leucocytes d&s le début du 20e
siécle en utilisant le dénombrement ainsi obtenu comme un
indice permettant, par exemple, de savoir si une chirurgie
d'urgence est nécessaire. Dans les seuls Etats-Unis
d'Amérique, on &tablit chaque jour plus d'un demi-
million de formules leucocytaires du sang, la plupart du
temps par des méthodes manuelles. Il est important d'effec-
tuer des dénombrements de l'ensemble des globules blancs,
d'établir une formule leucocytaire et de transmettre sans
retard les résultats obtenus. Le temps constitue un facteur
essentiel et l'on scuhaite toujours obtenir et transmettre
plus rapidement les analyses requises.

La valeur du dénombrement des leucocytes et de
1'établissement de leurs proportions relatives ayant été
&tablie, la demande tendant 3 obtenir une analyse rapide
des éléments figurés du sang s'est développée de sorte
qu'en commengant au voisinage de 1950 avec le travail de
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Mellors et de Papaincolaou (1952), le développement des
divers appareils automatisés pour 1'établissement d'une
formule leucocytaire a donné divers instruments en 1980.
L'appareil "CYDAK" a servi trés tdt 3 &tudier s'il &tait

- possible de réaliser une classification des globules san-

guins, ce qui a souligné l'importance des modes opéra-
toires de coloration spé&cialisée,et des caractéristiques
ont &té extraites des histogrammes de la densité optique
de chaque image de globule. Ce mode opératoire a &tabli
la possibilité de différencier les globules en quatre

des cing classes de leucocytes, 3 savoir les neutrophiles,
les éosinophiles, les lymphocvtes et les monocytes. Young
a publié en 1969 les résultats d'une classification auto-
matisée des cing classes de globules et Bacus a &tendu

en 1971 la différentiation.

On admet cependant que des systémes de différen-
tiation automatisé&e se fondent actuellement sur l'utilisa-
tion de plusieurs colorants et de systémes de dégradation
de colorants ou sur la mesure d'une fluorescence indirecte
en faisant appel a8 des colorants fluorescents. Ces
derniéres m&éthodes sont décrites dans les brevets des Etats-
Unis d'Amérique n® 3 916 205 et n° 4 146 604. On notera
dans ce cas &galement que le procédé ainsi dé&crit dans les
brevets utilise des fixateurs, ce qui correspond a la
pratique courante.

Dans la coloration des éléments figurés du sang
selon la technique antérieure, il a &té& observé qu'il est
de pratique courante d'utiliser deux ou plusieurs colorants
combinés (colorations de Romanowski, Giemsa et Wright). Il
est difficile d'assurer un contrSle de la qualité lors
de la mise en pratiqﬁe de ces méthodes. Elles exigent une
standardisation de la préparation de chaque colorant
faisant partie de la composition 3 utiliser, ainsi que
du procédé de coloration des spécimens. Dans le dévelop-
pement des appareils automatisés pouvant établir avec
succés une formule leucocytaire du sang, la reproductibi-
lité de la coloration est encore plus importante pour

permettre la vérification de 1l'analyse.
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) Mogler a indiqué en 1973 que la composition’
colorante "LARC" (utilisée dans des appareils automa-
tisés du commerce pour 1l'établissement d'une formule
leucocytaire) consiste en un mélange d'environ dix colo-
rants dérivés de la thiazine, de 1'osine Y et de la 27,
4l

tions colorantes actuelles se trouvent le plus souvent

’ Rl-tribromofluorescéine (P.N. Marshall). Les composi-

dans des solutions alcooliques de fixateurs et comportent

deux ou plusieurs colorants en combinaison. Une analyse

précise de la coloration vitale des éléments figurés du
sang est ainsi rendue extrémement difficile. Avec la
difficulté présentée par 1'oxydation régl&e du bleu de
méthyléne, essentielle pour les colorations de Romanowski,
par exemple, les probldmes de contrﬁle de la gqualité des
dix colorants différents individuellement ajoutés pour

la coloration, tels qu'on les utilise en combinaison,
deviennent impressionnants.

Il a &té admis en pratigue qu'une standardisa-
tion poussée et 1l'adoption d'un nombre limité de composi-
tions colorantes garantiraient une plus grande précision
et une meilleure reproductibilité des é&tudes cytologigques.
On a observé gue l'utilisation des fixateurs entraine une
introduction grave d'artéfacts, ce qui crée des difficul-
tés d'interprétation et une mauvaise interprétation lors
de la différentiation et de la numération des leucocytes.
Il a €té indiqué gue des ajustements du pH, des cations de
métaux lourds, constituent des facteurs emp8chant des tests
cytochimiques de s'effectuer de la fagon attendue. Il a
été noté que certains colorants, notamment les colorants
azoiques, font apparaitre une précipitation non spécifique
autour des globules ; d'autres mcdifications de dégénéres-
cence des échantillons de globules fixés du sang compren-
nent la formation de wvacucles, d'une structure en "feville
de tréfle" des noyaux, la distorsion des formes des
globules, la présence'de salissures et une géne pour la
réalisation d'une coloration'pérfaite. On admet 1'impor-
tance d'effectuer le plus rapidement possible des dénom-
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brements différentiels sur des cellules aussi vivantes
que possible afin d'obtenir des formules leucocytaires
d'une utilité et d'une valeur optimales. L'utilisation
de solutions alcooliques de colorants géne la coloration
vitale. Pour autant qu'on le sache, des compositions
colorantes hydrosolubles fraichement préparées montrent
le minimum d'effet de naturation lors de 1'examen par
coloration vitale des &léments figurés du sang. Tous les
colorants sont plus ou moins toxiques pour les globules
du sang, mais certains le sont plus que d'autres. Il
est important que les globules examinés restent vivants
aussi longtemps que possible. La rapidité de la colora-
tion raccourcit bien évidemment le temps d'exposition,
ce qui donne plus de chances 4'examiner les leucocytes

~avant qu'ils ne perdent toute leur vitalité. On souhaite

pouvoir &tablir par des moyens automatisés des formules
leucocytaires du sang obtenues en un plus petit nombre
de minutes.

Des &tudes et un passage en revue de la maniére
antérieure d'effectuer sous le microscope des analyses
des &léments figurés du sang et un diagnostic d'une
maladie ont indiqué qu'il n'est pas inhabituel pour des
pathologistes de ré&chauffer le colorant et 1'é&chantillon
de sang jusqu'a des températures d'environ 37°C, voisines
de celle du corps, avant de réaliser le contact. Le
docteur Sabin avait une "botte chaude" pour garantir le
réglage de la température.

Il a également &t& noté que certains colorants
utilis&s dans l'art antérieur sont tras sensibles aux
températures. La littérature indique que le violet
cresylecht n'est pas utile comme colorant au-dessus de
30°C et que le rouge neutre plus couramment utilisé ne
colore pas au-dessus d'environ 32°C. Aux fins du procédé
ici décrit, on considére comme important que le colorant
Puisse colorer des leucocytes i des températures aussi
élevées que 37°C, et 1'on n'a pas observé de difficulté,
avec les colorants choisis, jusqu'ad des températures
d'environ 40°C.



10

20

25

30

35

2501865

6

Le brevet principal a révélé gque des colorants
métachromatiques, en nombre relativement faible, peuvent
servir d identifier une cu plusieurs espéces de leuco-
cytes. L'identification et la différentiation concer-
naient spécifiquement des leucocytes polymorphonucléaires
{neutrorhiles), des basophiles, des lymphocytes en
général et des monocytes. Il a &té observé, 3 titre
de caractéristiques communes pour tous les colorants
s'avérant utiles aux fins du brevet principal, que les-
dits colorants sont capables de colorer de maniére méta-
chromatigque les monocytes de fagon différente des autres
leucocytes du groupe ci-dessus.

Les qualité&s inhabituelles du colorant basigque
orangé 21 (CI n° 48035 et courbe spectrale n° 7, figure
7 du brevet principal) ont &té& cbservées a pPropos des
€éosinophiles, des basophiles et des monocytes, mais,
en raison du faible nombre des cellules B, celles-ci sont
passées relativement inapercues initialement. Il a &té
initialement observé dans le brevet principal qu'une
différentiation optique entre des neutrophiles matures et
immatures semblait possible du fait de la différence de
couleur des granules matures par rapport aux granules
immatures, qui sont comparativement plus rouges et oran-
gés. Comme ce groupe, qui comprend des myéloblasts,
des promyélocytes, des myélocytes, des métanyélocytes et
des bandes, n'est pas toujours présent dans l'ensemble
des échantillons de sang ou n'est pas présent en des
nombres significatifs ou importants, comme c'est souvent
le cas pour des lymphocytes T (globules ou cellules T)
et des lymphocytes B (ou cellules ou globuleé B), tous
n'ont alors pas été spécifiquement identifiés comme
&tant colorés de manidre métachromatique et différenciée
par l'orangé basique 21.

Aprés l'achévement du travail qui a abouti &
la demande de brevet principal, la poursuite de la
recherche concernant l'utilisation de ce colorant remar-
quable a permis d'établir, au cours d'études semblables



10

15

20

25

30

35

2501865

7
effectuées sur des donneurs de sang, qu‘il est possible,
en utilisant ce colorant cationique basique choisi dans
la classe des colorants méthiniques, polyméthiniques et
de la quinolé&ine, de distinguer de manié&re reproductible,
par suite d'une réponse métachromatique, certains lympho-
cytes. Il est possible en outre d'identifier au moins
dix granulocytes bien connus et des cellules lymphocyti-
ques dont on admet en pratique 1'intérét vital pour les
sciences de la santé.

En outre, cette différentiation est immé&diate ;
elle ne nécessite pas de prétraitement biochimique com-
plexe ou difficile des &chantillons de sang. De plus, on
a not& que le colorant présente le minimum possible de
toxicité.

On a effectué des mesures de microspectrophoto-
métrie en utilisant une ouverture assez petite pour mesurer
la couleur des granules des cellules granulocytiques parmi
les leucocytes soumis & une coloration vitale. Aucune
autre partie de cellule,prise en compte 3 un certain
degré dans les mesures, ne s'est avérée présenter des
coefficient d'extinction des couleurs des différentes
espéces de leucocytes qui ont constamment &té& différentes
et ont souvent présenté des différences de nuances, de
valeur ou de couleur de l'ordre de 50 nanométres. Il y a
eu des pics reconnaissables, existant constamment pour
de nombreuses cellules. On sait que les différences de
l'ordre de 5 nm sont importantes dans des mesures micro-
spectrophotométriques, si les différences sont constantes
et reproductibles.

Parmi les cellules granulocytiques immatures
immédiatement identifiables et distingables les unes des
autres, il y a des myeloblastes de la série myéloide,

3 savoir des promyélocytes, des myélocytes et des méta-

myélocvtes. On pense, et l'on admet généralement, que ce
sont des précurseurs des leucocytes polymorphonucléaires
ou neutrophiles, qui se colorent également de fagon

=

métachromatique, de manidre a pouvoir étre facilemcnt
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et rapidement distingués, identifiés et dénombrés par
les analyses de sang encore vivant devenues possibles du
fait dés progrés ici décrits.

Comme décrit dans le brevet principal, on peut
en méme temps distinguer des neutrophiles, des &osino- .
philes, des basophiles, des lymphocytes et des monocytes
les uns des autres et de leurs précurseurs précités s'ils
sont tous présents dans un &chantillon spécifique de sang
soumis 3 des analyses microspectrophotométriques. ’

Il a de plus &également &t& trouvé que ce colorant
remarquable donne une forme optiquement différente de
couleur ainsi qu'une densité différente de chagque couleur
de granules dans des lymphocites de type "bande". Ainsi,
cette qualité de leucocytes peut aussi &tre remarquable-
ment sé?arée, par différentiation optique, des autres
cellules d'aspect immature, identifides ci-dessus. Il
existe un tel degré d'amplitude de différences de couleurs,
d'agencement et de densité& de couleur qu'un opérateur com-
pétent péut effectﬁer une numération de toutes les
cellules individuellement désignées ci-dessus. Les
renseignements actuellement disponibles indiquent &gale-
ment gu'un équipement de numération différentielle auto-~

matique sera développé en se fondant sur des différences

-

dues 3 la présence ou 3 l'absence de couleur et aux
formes physiques &tablies dans le noyau et en tenant compte
de ces différences et notamment des différences relatives
en nombre, dimensions, agencement ou forme et nuances,
valeur ét couleur et densité& de couleur dues aux divers
granules présents dans le cytoplasme.

La possibilité de différencier des IYmphocytes B,
ou cellules 6u globules B, par rapport & des lymphocytes T
ou des cellules ou'globules T, est presque incroyable
mais a été &€galement mise en évidence au cours de la
recherche fondamentale effectuée jusqu’d présent. Il est
égaiement possible d'identifier optiquement chacun de ces

lymphocytes importants, 1'un par rapport & 1l'autre,
qualitativement et quantitativement, en utilisant le
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méme colorant dans la méme analyse de sang encore vivant
sans fixateur et aussi de distinguer et de dénombrer les
cellules T et les cellules B parmi chacune des catégories
individuelles de cellules, d'aspect immature et mature,
précitées, y compris les "bandes".

Comme indigqué dans le brevet principal, les
monocytes manifestent &galement une réponse métachromatique
et peuvent de méme &tre identifiés et dénombrés, comme
indiqué dans le brevet principal, sans géner les analyses
microscopiques précitées de lymphocytes décrites.

I1 convient également de mentionner que les
plaquettes sanguines, qui sont de petites particules
distinctes analogues 3 la poussiére, jouant un réle dans
l'arrét des saignements et hémorragies, peuvent é&tre
identifiges et comptées, d'apr@s leur coloration en
orange. Leur nombre constitue également un indice intéres-
sant de la qualit& du sang.

La découverte de la capacité de l'orangé basique
21 a différencier de fagon supplémentaire des myéloblastes
et des globules sanguins de la série myéloide, ainsi que
des bandes et des lymphocytes T et lymphocytes B étend,
de fagon inattendue, le champ originel potentiel d'utilité
du colorant au-dell3 de ce qui avait &té admis dans le
brevet principal. Des fractions de fluides, associées
dans des é&chantillons de sang encore vivant 3 du tissu
sain ou 3 du tissu soupgonné d'une anomalie, comme du
plasma, de la lymphe, du sérum, etc, contenant une ou
plusieurs des cellules ci-dessus, peuvent, aprés coloration
métachromatique, &tre examinées au microscope pour diffé-
rencier chaque espadce de cellules indiquées ci-dessus,
ce qui permet une numération et une &tude comparative.

Ce progrés, associd 3 ce qui a &té décrit dans
le brevet principal, constitue un progrés sans pareil
en hématologie, cytologie et immunologie, et permet
d'envisager et de conduire des recherches planifiées
dans un domaine illimité de la santé humaine. On a ainsi
diminué de fagon considérable et mesurable, la nécessité
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de faire appel 3 des réactifs colteux, de consacrer un
temps de valeur inestimable i de la recherche et l'on a
permis de rassembler des données extrémement plus précises.

L'invention étend également, au-dell des limites
actuellement admises, 1'horizon dans le domaine du
diagnostic des maladies.

Jusqu'au présent exposé&, environ un millier de
colorants connus différents, dont certains ne sont plus
fabrigués et n'ont &téa disponibles qu'en raison de
recherches poussées, ont également &té soumis 3 des
investigations en vue de tenter de trouver “des chemins

menant 34 des colorants utiles pour le large but des analyses

et &tudes de fractions d'échantillons de sang maintenus
en vie. Les essais de classes innombrables de colorants,
qui différent tant par leur structure chimique que par
la classification de leurs grouﬁes chromophores, n'ont
pratiquement pacs donné de résultats qui ne soient pas
théoriquement décevants, lz m&tachromasie &tant trés
rarement constatée mais ne 1'étant exclusivement dans
aucune classification connue. On a cependant noté gue
la classe des composés cationiques quaternaires basiques
baraissait plus int&ressante que n'importe quel autre
groupe actuellement connu. )

Au cours des études qui ont servi de base 3 la
présente demande, on a soumis i des essais, en vue
d'identifier des leucocytes, vingt colorants mé&thiniques
et polyméthiniques ayaht des nuances de teintes de rouge
basique, orangé basique et violet basique. Dans le premier
groupe des neuf rouges basiques, guatre seulement ont
Provoqué une coloration immédiate du noyau des monocytes,
mais peu ou pas de coloration des autres types de cellu-
les ou globules. Cette série comprenait le rouge basique
13, cité& dans le brevet de base, et les rouges basiques
35, 36 et 39 qui ont fait par la suite 1'objet d'études.
Parmi les six colorants méthinique et polyméthinique
de type violet basigque utilisés dans les essais, les
violets basiques 7, 15, 16 (décrits dans le brevet de base),
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39 et 40 colorent aussi instantanément et sélectivement
les monocytes.

On a également soumis 3 des essais pratiques

. six colorants polyméthiniques de type orangé basigue.

L'orangé basique 21 est remarquable dans cette série,car
il colore non seulement nettement des monocytes, mais '

il colore instantanément aussi, chacun de facon différente,
un certain nombre d'autres leucocytes.

Il est important de noter que les 20 colorants
polyméthinigues et méthiniques se situent, aprés é&tude
de tous les colorants actuellement disponibles dans le
monde ainsi que des colorants considérés comme périmés
3 1'échelle commerciale, dans le cadre des classes de
colorants méthinigques et polyméthiniques que les recherches
effectuées par le présent inventeur, parmi les colorants
antérieurs, ont permis de mettre en évidence. Le brevet
principal décrit une é&tude portant sur 18 colorants de
la série des carbocyanines, dont un seul présente des
caractéristiques analogues de coloration mé&tachromatique
de monocytes. Les colorants dé type carbocyanine, quinoni-
ques et méthiniques et polyméthiniques ont souvent une
structure chimique trés semblable.

Une étude détaillée et spécifique de la structure
de l'orangé basique 21 (Color Index n° 48035), décrit dans
le brevet des Etats-Unis d'Amérique n® 2 126 852, a conduit
A essayer l'orangé basique 22 (Color Index n® 48040). Une
étude des deux structures chimiques (indiguées ci-aprés)
ainsi qﬁe des essais de laboratoire ont conduit a des
résultats &tonnants. Il semble bien en résulter que
1l'orangé basique 22 ne présente absolument aucun degré de
métachromasie utilisable aux fins de la présente invention,
alors que les structures chimiques des deux composés sont

extrémement voisines :
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Orangé basique 22 CI 48040
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L'étude de ces structures indique gue les
seules différences 3 observer concernent le radical
indolyle de chaque orangé basique, indiqué en B et B1 dans
les formules de structure ci-dessus. La différence concerne
la présence du groupe méthyle en position 2, dans le cas
de l'orancé basique 21, et en position 1 dans le cas de
l'ocrangé basique 22, c'est-&~dire la substitution sur un
atome de carbone dans le cas de l'orangé& basique 21 et sur
un atome d'azote dans le cas de l'orangé basique 22. Dans
1'orangé& basique 22, la position 2 libre, du fait de la
présence du groupe méthyle en position 1, est occupée
par un substituant phényle supplémentairé.

Au cours de plus de trois années de recherche
sur des colorants extré&mement variables et appartenant
a différentes classes chimiques, il n'a pas &té possible
jusqu'a présent de trouver une base permettant de prédire
la métachromasie. Le plus fréguemment, on a trouvé de la
métachromasie dans le cas des colorants cationiques
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basiques quaternaires et, relativement plus fréquemment,
parmi les méthines et polyméthines.

Des documents de référence de 1'art antérieur
indiquent qu'il n'est pas inhabituel, dans des analyses
sur des échantillons encore vivants, d'utiliser, comme
vérification essentielle des résultats, trois concentra-
tions du colorant dans trois préparations de lamelles.
Dans le cas de 1l'orangé basique 21, les différences de
couleurs sont si nettes et les couleurs si exceptionnel-~
lement vives que l'on peut facilement distinguer, instantané-
ment, avec un seul colorant et une seule lame de préparation,
les granules primaires des granulés secondaires.

La présente invention constitue un progrés en
cytologie en proposant un seul colorant organique catio-
nique ou quaternaire basique, de la série des colorants
mithiniques et polyméthiniques, qui est sorbé de facon
métachromatique par un ou plusieurs_léucocytes du sang
périphérique, ce qui perfectionne de fagon inhabituelle
1'identification et la différentiation des &lé&ments
immatures et matures dés divers é&léments figurés de la
série my&loide ou granulocytique et des globules blancs
matures. Jusqu'ad présent, il fallait utiliser des moyens
cytochimiques et des colorants complexes pour différencier
les globules sanguins, ce qui nécessitait souvent au moins
une heure de préparation fastidieuse en vue d'analyser
au microscope, par différentiation et numération, une
seule espéce de leucocytes connus.

Dans la pratique de la présente invention,
on peut maintenant colorer de fagon différentielle et
identifier, précisément et facilement, 3 l'aicde d'un
seul colorant pur (auquel on peut combiner d'autres colo-
rants pour des &tudes spécifiques), au cours 4d'un sinmple
contact agueux avec un échantillon de sang veineux
périphérique ou avec une fraction d'un tel sang, ce qui
comprend des é&chantillons enrichis en leucocytes, chacune
des espéces ou chacun des types suivants de précurseurs,

de globules blancs du sang, de plaquettes, etc. Ces
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espéces comprennent des myéloblastes,des promyélocytes,
des myélocytes, des métamyélocytes, des bandes, des
neutrophiles,des éosinophiles, des basophiles, des
lymphocytes B, des lymphocytes T et des monocytes. Les
pPlaquettes peuvent &galement &tre identifiges et comptées,
mais elles ne présentent pas de métachromasie.

En sorbant ocu en ne sorbant pas le colorant dans
certains cas, chaque espéce de leucoc?te se différencie
en réfléchissant une image caractéristicue ayant des
couleurs différentes identifiablés spectralement, en sor-
bant d'autres couleurs du spectre de la lumidre normale,
ce gqui comprend Principalement la lumidre visible mais
n'exclut pas 1'infrarouge ou 1'ultréviolet,qui peuvent
devenir importants pour un équipement automatigque non
limité par la réponse ou la sensibilité de 1'oeil humain.
Il n'est cependant nullement nécessaire de se fonder sur
une réponse de fluorescence.

Ainsi, chacune des espéces individuelles citées
peut 8tre différenciée de ses voisines, chaque espace peut
&tre comptée, on peut d&terminer le nombre total de chague
espéce présente, on peut &tudier i3 merphologie de chague
espéce et 1l'on peut effectuer de nombreuses déterminations
d'vne grande valeur pour les sciences de la santé.

Fondamentalement, chacun des alobules blancs du
sang précité ou des 1éﬁcocytes sorbe de maniére différente
la lumidre provenant du méme colorant métachromatique pur,
selon la qualité du colorant, l'espéce de leucocyte et
la réception du colorant par des €léments des cellules
spécifiques présentes dans 1'&chantillon, ou la fraction
d'&chantillon, que l'on anélyse.

' En 1'absence de fixateurs, le colorant basique
utilisé selon la présente invention est sorbé de manidre

métachromatique, de sorte que chaque classe, type ou
espéce de leucocytes, de lyrphocytes ou de granulocytes
refldte un spectre caractéristique de lumidre ou une
cculeur différente de chague autre classe, type ou
espéce de blastocytes, cellules myéloides, leucocytes ou
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granulocytes présents dans l'échantillon. Pour autant
qu'on le sache jusqu'3 présent, la métachromasie
étonamment vive du colorant orangé unique de la présente
invention est remarquable et méme unique en son genre.
Chaque espéce de la série comprenant les myéloblastes,
les promyélocytes, les myé&locytes, les métamyélocytes,
les bandes, les neutrophiles, les éosinophiles, les
basophiles, les lymphocytes B, les lymphocytes T et les
monocytes, sorbe ainsi le colorant métachromatique unique
de maniére 3 réfléchir un spectre lumineux distinctif
ou une couleur de la lumidre visible. Des combinaisons
du colorant, dont l'utilisation est décrite dans le
présent mémoire, avec d'autres colorants, comme suggéré
dans le brevet principal, peuvent &tre utiles pour
certaines analyses de leucocytes indiquées dans ce
brevet principal.

On note que, pour identifier l'orangé basique 21
et les colorants cités dans le brevet principal, le
principal crit@re consiste en la courbe spectrale.

Le brevet principal a décrit la dé&couverte d'un
groupe de colorants métachromatiques remarquables pouvant
servir isolément, mais souvent en combinaison, pour
identifier et distinguer cing espéces de globules blancs
du sang, 3 savoir les neutrophiles, les éosinophiles,
les basophiles, les lymphocytes et les monocytes, les
uns par rapport aux autres, lorsqu'ils sont présents dans
un échantillon de sang humain.

La présente invention se fonde sur la dé&couverte
de la capacité du colorant connu sous le nom de orangé
basique 21 (figure 1 annexée ; courbe spectrale n° 7 du
brevet principal), lorsqu'on 1'utilise seul dans un milieu
agueux en appliguant une technique d'analyse vitale du
sai:g sur un &chantillon ou une fraction sans fixateur,

4 colorer de maniére métachromatique inhabituelle et
distinctive les globules sanguins des plaquettes du sang

humain de la série décrite ci-dessus.
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Cette possibilité d'identification de chaque
membre de la série, l'un par rapport 3 l'autre, est le
}eflet d'une amplitude remarquable de leur différentiation
possible. -
L'art antérieur permet de distinguer et d'identi-

fier, par des moyens complexes, les globules sanguins

- précités, mais cet art antérieur ne suggére pas, méme de

loin, la possibilité d'identifier et de différencier les
uns par rapport aux autres chacun des membres ou chague
espéce de la série précitée. '

- L'orangé basique 21 peut &galement s'identifier
par l'indication de son numé&ro dans le Color Index (Color
Index n° 48035), par sa structure chimique (voir sa
formule ci-dessus) et par les courbes spectrales apparais-—
sant sur la. figure 1 annexée. La figure 2 annexée présente
la courbe spectrale n° 2 identifiant le bleu borrel, car
le brevet principal a suggéré d'utiliser ce colorant en
combinaison avec 1 crangé basigque 21 3 certaines fins. On
notera que la courbe supérieure, qui posséde en général
les pics les plus bas et la plus grande fréquence de
variations de pente, représente la réponse en lumidre ultra-
violette, cependant que les courbes initialement inférieures,
gui ont des pics en général plus élevés et présents en un

‘plus petit nombre, correspondent & la ré&ponse en lumiére

visible.

Bien gu'on ne souhaite pas se lier par une
théorie, on peut indiquer gu'il est bien connu gue presque
n'importe quel additif étranger a tendance 3 dénaturer
les matiéres protéiniques. L'expérience a indigqué que la
fixation géne la coopération entre le métachromatisme du
glcbule et la qualité& mé&tachromatique du ou des colorants
utilisé&s selon la présente invention. En appliquant une
technique de "coloration vitale", c'est-&-dire en colorant
3 1l'aide de "colorants vitaux" un &chantillon sans fixa-
teur, on é&vite &galement de former des arté&facts ennuyeux

dans le champ d'examen.
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Dans la pratique de la présente invention, la
coloration est assez instantanée pour qu'aux températures
normales du sang (37°C), 1le cytologiste ne soit pas
obligé d'attendre,ni de faire appel a de la cytochimie
fine avant que ne se produise le développement de la
couleur des globules et une différenciation spectrale des
membres précédemment &numérés de la famille des leucocytes,
des lymphocytes et des cellules granulocytiques, avant de
commencer ses études sous le microscope, en utilisant un
équipement manuel ou un équipement automatisé pour la
numération différentielle des leucocytes (ou la détermi-
nation de la formule leucocytaire du sang).

Comme indiqué dans le brevet principal, voici
des catégories et types d'échantillons de sang sans
fixateur que 1'on peut utiliser :

1. Du sang entier additionné d'un anticoagulant

(E.D.T.A., citrate, héparine) ;

2. Des suspensions de leucocytes obtenues par
sédimentation, & l'aide de dextrane et/ou
par gravité&, d'un sang entier additionné d'un
anti-coagulant ;

3. Des échantillons de sang entier traités par
une solution hypotonique pour lyser les
globules rouges du sang, ce qui laisse princi-
palement les globules blancs et les plaguettes;

4. Des échantillons d'autres fluides corporels,
comme du fluide spinal, pleural ou ascitique,
ainsi que des échantillons d'un fluide
d’articulation ou de tissus conjonctifs dans
lesquels les globules blancs du sang sont
intéressants.

La présente invention ne propose pas spécifique-
ment un équiperent automatisé pour 1'établissement d'une
formule leucocytaire du sang, mais de tels systémes et
équipements ont fait, et continuent de faire, 1'objet

d'un examen en profondeur.



10

15

20

25

30

35

2501865

18

On peut notamment citer la publication dfune
série d'articles, dans une collection intitulée '
"Differential Leukocyte Counting" (Etablissement de la
formule Ileucocytaire du sang), par la Conférence du
Collage des Pathologistes Américains (Aspen, Colorado,
aclit 1575), ainsi que les brevets des Etats-Unis
d'Amérique n® 3 916 205 et n°® 4 146 604 (Xleinerman) .

On note que les brevets précités supposent une fixation
des cellules, qui est habituelle dans les &tudes de
leucocytes sous le microscope et parfois 1'utilisation
de certains colorants fluorescents.

L'art antérieur indique plusieurs niveaux de
discrimination lors de 1'établissement d'vne formule
leucocytaire du sang. La différenciation entre des
glcbules polymorphonucldaires et des ulobules *mononu-
cléaires” a une importance fondamentale et principale.

A un niveau intermédiaire, la différenciation des
Polymorphes ou polynucléaires en des neutrophiles, des
éosinophiles et des bascphiles, et la séparation des
"mononucléaires”™ entre des monocytes et des lymphocytes,
sont considérées comme possibles en principe.

Un troisiéme niveau apparent de difficultés
implique la différenciation des neutrophiles en des
formes immatures et matures, et la division des lymphocytes
en des types normaux et réactifs, ce qui a &té mentionné
dans le brevet principal. Pour autant qu'on le sache
actuellement, le présent exposé propose le seul proc&dé
permettant de différencier simplement, 3 l'aide d'un
seul colorant pur, les blastocytes, les leucocytes de la
série my&loide ou des granulocytes, les bandes, les
leucocytes polymorphonucléaires (neutrophiles), les
éosinophiles, les basophiles, les globules B et les
globules T ainsi que les monocytes et plaquettes, le
tout 3 l'aide d'un seul colorant et d'une seule fraction
échantillon,

La technique des équipements automatisés
d'établissement d'une formule leucocytaire du sang se
trouve actuellement en &tat de développement en ce qui
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concerne l'utilisation de la lumiére blanche et d'un
seul colorant aqueux. On semble principalement faire
appel, pour les comptages différentiels, 3 un &quipe-
ment manuel et 3 des opérations préliminaires complexes.
On affirme que 1l'équipement automatisé appartient 3 deux
groupes généraux ou classes : 1) les dispositifs de
reconnaissance des structures ; et 2) les dispositifs
de différenciation cytochimigue. Il en ressort que les
méthodes de coloration de 1l'art antérieur servent avec
plus ou moins de succés et que des opérateurs utilisant
des machines peuvent suivre l'opération sur la base d'une
étude ou d'une numération cellule par cellule..Habituel-
lement, on n'effectue une numération différentielle
que sur 100 cellules. Si les systémes cytochimicues
sont précis, ils ont encore besoin du développement de
dispositifs satisfaisants d'é&talonnage, et ils exigent
des opérateurs hautement qualifiés.

Un bref examen d'ensemble des procédés de l'art
antérieur faisant appel 3 de la fluorescence fait ressortir
les points suivants : (1) la présence d'au-moins deux
sources de lumiére est essentielle, ce gui comprend la
lumidre violette et ultra-violette ; (2) une troisiéme
source de lumidre semble &galement nécessaire ; (3)
le systéme semble exiger des colorations effectuées a
1'aide de plusieurs colorants fluorescents pour permettre
d'identifier et de différencier les types et espéces
de leucocytes ; (4) le systéme exige l'emploi de frottis
de sang fixés 3 l'alcool ; (5) le temps nécessaire pour
la coloration est de 1l'ordre de 10 minutes ; on rince
durant une minute puis l'on séche ; (6) il semble que
l'intensité de la fluorescence diminue dans 1l'ordre
suivant : (a) les eosinophiles vers b) les neutrophiles
vers (c), les monocytes vers (d), les lymphocytes (l'iden-
tification des basophiles n'est pas décrite dans l'art
antérieur); (7) dans un syst@me comportant des tubes a
écoulement, les globules sanguins sont fixés par du
formaldéhyde et colorés par trois solutions colorantes
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différentes ; (8) un comptage différentiel et une
classification de la fluorescence des leucocytes décelsés
sont réalisés 3 l'aide des taux ou rapports entre la
lumidre fluorescente ; (9) un des brevets cités ne
décrit que l'identification de quatre seulement des
cing types ou espéces de 1eucothes : (10) trois
colorants fluorescents sont spécifids ; il faut les

combiner pour produire une composition dite de "colorant

_unique”, et cette combinaison semble essentielle, et

pas seulement avantageuse, pour la mise en oeuvre du
procédé antérieur décrit. ]

Dans le présent exposé, seule de la lumidre
blanche ordinaire est essentielle. Il n'est pas nécessaire
d'en faire varier 1'intensité&. On peut utiliser 1l'un
seulement des colorants ou des solutions colorantes que
le brevet principal a décrit, pour utiliser vraiment
"un seul" colorant pur. Cependant, il a &té &également
découvert que l'on peut &galement utiliser isol&ment ou
en combinaison les colorants purs du brevet principal,
comme cela est &galement vrai pour le colorant ici cit§,
pour amplifier ou augmenter la différenciation spaciale
dans le cas de l'analyse d'un seul &chantillon de sang
humain.

Les procédés ici décrits se fondent sur une
technique de "coloration vitale". La présente invention
permet d'envisager la mise au point et l'utilisation,
notamment en hdpital, d'un systéme de surveillance
continue pour le diagnostic et le traitement, notamment
lorsqu'ﬁhe observation directe et continue des globules
blancs du sang est importante et souhaitée.

Les expressions de coloration vitale et de
colorant vital n'excluent pas la possibilité d'une per-
fusion continue, 3 l'aide d'un circuit dérivé partant
des vaisseaux sanguins d'organismes vivants, et la
possibilité d'une surveillance ou d'un monitorage en
continu de 1l'ensemble des globules blancs possibles,
pendant leur passage dans un tube spécialisé de dérivation
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en vue de l'observation et de la numération. -

On sait que la plupart des coloranfs sont
toxiques lorsqu'on les utilise dans des conditions de
coloration vitale. L'orangé basique 21 est actuellement,
le colorant considéré comme le moins toxigque aux fins
de la présente invention. Il a &té& noté dans 1'art anté-
rieur que les globules blancs sont facilement endommagés
si tous les globules rouges sont colorés dans une boite
chaude & 37°C. L'art antérieur a &galement noté que si
un groupe de cellules ou de globules subit des stimula-
tions ou des dégats, la réaction 3 des colorants peut
se modifier nettement. Il n'est pas inhabituel gue
certaines colorations de 1'art antérieur demandent des
périodes relativement longues, de l'ordre d'une demi-heure,
pour obtenir le maximum d’'intensité de couleur. Le colorant
de la présente invention colore quasi instantané&ment les
lymphocytes et leucocytes, et 1l'on n'a pas besoin d'un
temps quelconque apré&s ce contact. Ainsi, les globules
sont soumis 3 un examen pendant qu'ils sont sous la forme
la moins dénaturée actuellement connue. On sait que des
temps excessifs d'exposition peuvent géner la différen-
ciation initialement nette.

En raison des limitations inhérentes au procédé
panoptique de coloration 4'é&chantillons, on a congu au
cours des diverses décennies passées un certain nombre
de tests cytochimiques en vue de distinguer plus pré&cisé-
ment un type de globules sanguins d'un autre. En général,
ces tests sont destinés 3 déceler l'accroissement de la
quantité d'un type de substance, dans une cellule ou un
globule particulier, en comparaison d'un autre globule ou
d'un autre type de substance, ou bien 3 déceler une ou
des substances dans un organite cellulaire caractéristique
d'une cellule en comparaison d'un autre organite ou d'une
autre cellule. Par exemple, l'activité d'estérase non
spécifique est inhabituellement &levée chez les monocytes,
et cette activité semble particuliérement sensible 3 une
inhibition par du fluorure de sodium. De méme, 1'identifi-



10

15

20

25

.30

2501865

22
cation des granulocytes dépend dans la plupart des cas
de la mise en évidence de propriétés de lysosomes. Dans
ce but, la détection des activités de myéloperoxydase
et d'estérasss spécifiques s'est avérée utile pour des -
tests cytochiniques. Les granules de lysosome des
eosinophiles contiennent de la my&loperoxydase capable de
résister 3 une inhibition par du cyanure de sodium, et
les granules des basophiles peuvent subir une coloration
nrétachromatique 3 l'aide de divers colorants, en
raison nctamment & leur teneur élevée en des substances
cationiques comme 1'héparine,

La proiongation des &tudes effectuées avec
l'orangé@ basique 21 a montré un développement surprenant
par rapport au brevet principal. Il avait &té noté
initialement que l’orang§ basique 21 présente certaines
qualités inhabituelles, et le présent mémoire vérifie
les observations initiales ainsi notSes.

Comme on l'indigue ici, le novau des monocytes
ne se colore pas, mais l'on identifie les monocytes par
différenciation de la couleur du cytoplasme et des granules.

En comparaison des coloratiocns cytochimiques
classiques en vue de 1l'identification des monocytes,
des leucocytes neutrophiles, des éosinophiles et des
basophiles, une coloration vitale des leucocytes du sang
périphérique par 1l'orangé basique 21 présente plusieurs
avantages. Cette coloration est avantageuse parce qu'elle
est rapide et demande moins de 2 minutes pour le dévelop-
pement maximal de la couleur. Elle est &galement avantageuse
car elle évite d'utiliser des substrats synthétiques, des
colo%ants azoiques complexes et des agents de copulation
ou de couplage que l'on utilise dans des tests cyto-
chimiques classiques. Les tests cytochimiques antérieurs
sont difficiles & interpréter en raison de la précipitation
non spécifique des réactifs coloxrds, de la détérioration
des substrats et de la nécessité d'ajustements complexes
du pH et de la teneur en ions métalliques.
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La technique de coloration vitale, qui utilise
des globules vivants du sang et leurs affinités diffé-
rentielles pour une coloration vitale de ces globules
et cellules par des colorants aqueux dilués, sans fixa-
teur, évite l'apparition d'artéfacts que 1'on trouve
souvent dans le cas de la mise en oeuvre des fixateurs
classiques. Il semble bien que la technique de coloration
vitale ainsi proposée détermine une réflexion plus
précise que dans le cas des colorations classiques
actuellement utilisées de 1la localisation du colorant
dans les cellules (par exemple en mettant en évidence
des lysosomes, des structures fibrillaires, de la chroma-
tine nucléaire). L'expérience déjd acquise, et celle
que l'on continuera d'acquérir, ainsi que les perfection-
nements apport&s 3 la technique d'un é&tablissement
automatisé de la formule leucocytaire du sang ou 4d‘un
&tablissement automatisé d'une numération des globules
du sang permettront 3 la coloration vitale, sans fixateur,
des leucocytes du sang périphérique d'introduire une
addition importante au domaine de la cytochimie.

I1 convient de noter que la nomenclature
d'identification de 1l'orangé basique 21 provient du Color
Index. Ce composé est &galement identifié& par d'autres
noms. En raison de la possibilité de confusion de
nomenclature, et du fait que si l'orangé basique 21 est
rerarguablement fonctionnel, son voisin le plus proche
dans le Color Index, 1l'orangé basique 22, présentant une
structure chimique presque identigque (voir ci~dessus) ne
fonctionne pas et ne manifeste pas de métachromasie aux
fins de la présente invention, on se fonde ici sur les
courbes spectrales et sur la structure chimique connue
pour identifier le ou les colorants cationiques quater-
naires spécifiques de 1la présente invention. Il est
intéressant de noter que tous les colorants considérés
comme fonctionnels dans la présente invention identifient
parfois 1'état chromatique des ﬁonocytes.

" I1 est commode, en ce point de 1l'exjosé, de se

référer 3 la figure 3 qui peut permettre de comprendre
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1'identification et la différenciation des leucocytes,
que permet le progr@s ici décrit. On comprendra cependant
que l'expérience, réalisée "sur le terrain"”, met mieux
en évidence les variations de couleurs qu'une figure en
noir et blanc.

Tous les globules sanguins semblent provenir de
cellules souches non différenciées et appelées cellules
du mésenchyme. Les descendants immédiats des cellules
souches sont appelés blastes et l'on admet gue les
myéloblastes spécifiques engendrent les leucocytes
différenciés et rendus identifiables et dénombrables
lorsqu'on les expose 3 de 1'orangé basigue 21, dans un
milieu environnant aqueux sans fixateur, en vue d'une
analyse vitale. Les myé&loblastes sont identifids ici par
1l'absence de granules de lysosome qui identifient de
mani&re caractéristique, par leur sorption d'un colorant
métachromatique, les trois cellules descendantes dans la
série ou lignée myéloide. Les trois cellules descendantes,
3 savoir des promyélocytes, des myélocytes et des méta-
myéiocytes, sont, chacune, identifiéesrséparément par la
coloration métachromatique et différentielle et par la
distribution de la couleur, comme on le décriira.

On identifie facilement les promyélocytes par les
observations manuelles ou automatigues suivantes. Ce sont

~généralement les cellules ou globules ayant les plus

grandes dimensions parmi les cellules de la série myé&loide
représentées. Le noyau ovale N-1 n'est pas coloré par
1l'orangé basique 21 et il constitue une partie relativement
grande du granulocyte total. Le cytoplasme comporte un
garnissage étroit ou serré d'un grand‘nombre de granules
primaires 1, relativement petits et de couleur rouge-~
orangé&, et l'on peut également observer la présence de
quelques granules épars 2, de couleur violette, qui sont
généralement distribués dans la masse des granules rouge
orangé. ' ]
Les myélocytes possédent également un noyau N-2

ovale, non coloré, de surface et volume lé&gé&rement moindres.
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Le fait distinctif remarquable consiste en le net
développement, dans le myélocyte, de plus gros granules
secondaires jaunes 4, formant un croissant qui s'épaissit
généralement dans la cellule du myélocyte immature. Deux
lignes imaginaires a - al entourent et délimitent le
nombre croissant de gros granules secondaires 4 jaunes
des myélocytes par rapport au nombre dé&croissant de
granules primaires 6 plus petits et de couleur rouge
orangé. On peut observer que les myélocytes se distinguent
des promyélocytes par le développement isolé notable de
gros granules secondaires jaunes 4.

Les métamyélocytes comportent &galement un noyau
N-3 non coloré qui commence 3 pré&senter le développement
d'une structure ou forme lobulaire, se distinguant de 1la
fcrme ovale antérieurement décrite pour la premiére
cellule de la série myéloide. Les petits granules primaires
6, de couleur rouge orangé, forment une masse gui diminue
et occupe une surface proportionnellement mineure de la
surface totale du cytoplasme C-2 observé pour cette
cellule. D'assez gros granules secondaires 8, de couleur
jaune, semblent déplacer une partie centrale importante
du noyau N-3 non coloré&, antérieurement ovale, ce qui
explique la modification que 1l'on entend décrire par le
passage "d'une forme ovale 3 une forme lobulaire".

Des bandes se distinguent progressivement et elles
ont €té séparées des trois premiéres cellules décrites,
montrant la coloration métachromatique des granules et
faisant partie de la série myé&loide.

Pour autant qu'on le sache, les bandes n'ont pas
été& jusqu'a présent distingu&es de l'ensemble des autres
leucocytes par la métachromasie d’'un colorant gquelconque.

Les bandes se distinguent de tous les autres
leucocytes par la présence d'un noyau N-5 de forme lobulaire,
non coloré, qui, comme la dimension globale des bandes,
a nettement diminué en surface ou en volume en comparaison
des leucocytes constituant les formes antérieures dans la
série myéloide. De plus, la forme lobulaire du noyau N-5
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non coloré est aevenue plus bifurquée du fait de la
poursuite de la croissance du cytbplasme C-6 vers
1'intérieur de ce noyau. La croissance, par augmentation
du nombre des granules secondaires jaunes 12 dans le
cytoplasme, a déplacé la quasi-totalitd des autres
granules primaires 10, plus petits, de couleur rouge
orangé qui ne forment plus qu'un trés petit amas. On note
que les granules 10 de 1l'amas se situent spécifiquement
dans le prolcngement ou mouvement du cytoplasme C-6 vers
1'intérieur du noyau N-5 tendant 3 segmenter ce novau.
De plus gros granules secondaires Jjaunes 12 ont réussi 3
"coleniser™ le cytoplasme C=6, sauf ce groupe a couleur
contrastée caractéristicue des bandes. Le point important
de s&paration des bandes consiste en le petit amas de
granules rouges 10 dans le cytoplasme C-6 en 10.

Il est sugg8ré gue ce peint important de différen-
ciation des bandes par rapport 3 tous les autres leucc-
cytes est extr@mement utile pour le développement d'un
équipement automatis® destiné 3 percevcir les petits
granules primaires 10, de couleur rouge orangé€, entourds
par un nombre largement prédominant de plus gros granules
secondaires 12 de couleur jaune.

La possibilité de distinguer, d'identifier et
de compter facilement, rapidement et certainement des
bandes parmi tous les autres leucocytes & l'aide d'un
seul colorant, comme décrit ci~dessus, va au-deld des
espoirs et au-deld de toute théorie connue sur le rdle
et la fonction des bandes.

Les neutrophiles sont des globules blancs
matures du sang et le brevet principal a indiqué qu'on
peut les reconnaitre parmi les cing classes principales
de globules blancs intéressants. D'autres détails
intéressants viennent d'&tre &tablis.

Sur des dessins ne reproduisant pas les éouleurs,
les neutrophiles, les &osinophiles et les basophiles
semblent tous présenter uae configuration physique

-relativement semblable. Lorsqu'on utilise de 1l'orangé
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basique 21 comme seul colorant vital dans un environne-
ment sans fixateur, on identifie les neutrophiles par
la présence, dans le cytoplasme C-8, de granules secon-
daires 16 qui sont surtout de couleur jaune. Le noyau N-8
n'est pas coloré et il est généralement segmenté&. Les
gros granules secondaires jaunes 16 constituent la
surface ou masse majeure du cytoplasme C-8.

Les éosinophiles possédent &galement un noyau
segmenté et non coloré N-10, mais leurs gros granules
secondaires 18 se différencient de ceux des neutrophiles
et des basophiles par leur couleur orangée qui constitue
la caractérisation et méme la principale caractéristique
du cytoplasme C-10.

Le noyau segmenté N-12 des basophiles n'est
également pas coloré par l'orangé basique 21, mais les
granules secondaires 20 différent des granules des neu-
trophiles 16 et des €osinophiles 18 du fait que les
granules 20 des basophiles subissent une coloration
métachromatique en cramoisi ou pourpre présentant une
faible nuance ou un faible fond bleu.

On note, dans la lignée de cellules indiquée,
que chacun des leucocytes représentés sur la figure 3,
les neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles,
provient des bandes qui en constituent le précurseur
spécifique. La figure annexé&e n'indique pas de fagon
détaillée cette progression. Les promyélocytés sont
indiqués comme é&tant des précurseurs des monocytes.

Les lymphocytes B et les lymphocytes T ont
des noyaux essentiels ovales N-14 et N-16, respectivement.
Chacun de ces noyaux, N-14 et N-16 se colore en un jaune
semblable. Le cytoplasme C-14 et C-16 reste non coloré
dans chaque cas. Dans ce cas également, une caractéris-
tique du cytoplasme C-16 des lymphocytes T différencie

nettement les lymphocytes T des lymphocytes B. Cette
caractéristique consiste en 1la présence, dans le

cytoplasme C-16, du petit amas de granules rouges 22.



10

15

20

25

30

2501865

28

On a également d&ja noté dans le brevet
principal une observation assez remargquable, selon
laquelle tous les colorants cationiques quaternaires
basiques qui manifestent une activité métachromatique pour
les identifications et différenciations des leucocytes
colorent également les monocytes.

Avec l'orangé basique 21, le noyau N-18,de forme
générale ovale, des monocytes ne se colore pas. Cependant,
le cytoplasme C-18 prend une couleur rose dans laguelle
on peut discerner un nombre relativeﬁent faible de
granules é&pars 24, de couleur cramoisie et rose, dont
la nuance, la valeur et la couleur différent suffisamment
de la couleur "rose" du cytoplasme C-18 pour permettre
une nette différenciation optique par rapport au cytoplasme
C-18, qui a une coloration rose généralement semblable.

Corme également indiqué dans le brevet principal,
la découverte du'groupe des colorants inhabituels qui y
est décrit simplifie 1'identification et la numération
des monocytes. La réaction classique de détermination
d'une estérase non spécifique sensible 3 du fluorure, que
l'on utilise en cytochimie pour identifier les monocytes
exige souvent une heure, voire plus, pour s'achever et
il faut des manipulations cytochimiques tr&s précises
pour le succés de cette détermination. Avec l'un quelconque
des colorants décrits dans le brevet principal, on peut
effectuer simplement, sans ajustements chimiques, en
quelques minutes, la coloration d'une suspension, de
fractions de sang entier ou de fractions séparées, et
leur examen. Lorsque, dans le procédé de la présente
invention, en utilisant seulement 1'orahgé basique721, on
colore les monocytes, cette coloration est instantanée
pour le cytoplasme et pour les granulés présents dans le
cytoplasme. —

Il convient de noter que les &olorants méta-
chromatiques peuvent finalement colorer les cellules 3 un

point tel gue des identifications soient perdues. Ainsi,
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les différences de couleurs indiquées dans le Présent
exposé risquent d'étre perdues, ou diminuées dans une
large mesure,si des analyses ne sont Pas rapidement
effectuées. Comme une coloration pratique se produit
rapidement, il n'est, cependant, pas nécessaire d'attendre
pendant une période prolongée pour noter des différences
maximales.

Dans l'art antérieur, 1'identification et la
différenciation des monocytes ont &té réalisées par un
traitement cytochimique complexe des cellules, qui deman-
dait beaucoup de temps et impliquait une réaction de
non-présence d'estérase, la préparation de cellules fixées,
une hexazotation, un ajustement du PH et une coloration
d l'aide de plusieurs colorants demandant environ 60
minutes pour ré&aliser ce qui peut 1l'étre en moins d'une
minute avec 1'un quelconque des colorants du brevet
principal, si on le désire, pPar un simple contact de
1'&chantillon de sang et du colorant avec un systéme
aqueux. Avec le colorant spécifique du présent procédé
décrit ici, il y a éygalement une coloration pré&férentielle
et instantanée du cytoplasme des monocytes.

On prépare, pour l'utilisation finale proposée
et aux fins de la présente invention, le colorant
remarquable en cause sous forme d'une solution aqueuse
filtrée 3 la concentration d'environ 1 $% de l'orangé
basique 21 pur dans de 1'eau distillée. La concentration
du colorant n'est pas particuliérement fondamentale et
peut faire l'objet de variations. On préfére que les
solutions aqueuses soient utilisées pendant qu'elles sont
fraiches et qu'elles ne comportent pas d'additif toxique.
La présence de 1'un quelconque des fixateurs classiques
connus risque d4'inhiber totalement la réaction méta-
chroratique entre le colorant et le type spécifique ou
la classe de leucocytes.

Le terme "vital"” cue 1l'on utilise ici constitue
une caractéristique et une limitation importantes. Ce
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terme s'applique 3 1'échantillon de sang d'origihe et
a8 des cellules vivantes fralchement retirées d‘un
Oorganisme vivant, ou d'un organisme fraichement sacrifieg,
cu de leurs &quivalents. Tel gqu'il sert ici, ce terme
entend exclure tous les "fixateurs”, mais il permet
liutilisation des anti-coagulants (héparine, E.D.T.A., etc).
Les cellules ou globules du sang peuvent également étre
retirés de la moelle des Os, de l'urine et d'autres
&chantillons biolbgiques qui en contiennent, comme, par
exemple, le tissu lymphatique et la rate.

Voici une illustration de 1a pratique gé&nérale
de la présente invention :

On prépare une sclution 3 1 2 dans 1'ean
distillée du colorant cationique guaternaire basique
choisi, ici 1l'orangé basique 21. 8i 1la pratique en
indigque 1la nécessité, on peut Yy mélanger, sous forme
de sclution, un ou plusieurs des colorants en cause.
L'orangé basique 21 (courbe spectrale n® 7, figure 1)
est spécifique.

Le colorant pur unique choisi et identifié ci-
dessus (on peut &galement utiliser des combinaisons aver
un plusieurs des colorants Purs, comme décrit et illustré
sur les tableaux I, II et III du brevet principal) est
solubilisé pour produire une simple solution aqueuse du
colorant. (L'étude des diverses proportions volumétriques
de la solution aqueuse du colorant, et diverses forces
ou concentrations des solutions agueuses de colorants
peut donner les conditions optimales pour diverses
analyses cytologiques spécifiques). Un peu d'expérimen-
tation peut conduire 3 des combinaisons spécifiques ayant
des avantages particuliers. Cela est envisagé&, mais sort
du cadre purement inventif du Présent exposs.

Les échaﬁtillons de sang peuvent provenir de
diverses sources, mais 1'on préfére des &chantillons
frais de sang veineux dont les érythrocytes ont &té
enlevés(par centrifugation, lyse hypbtonique, sédimenta-
tion par gravité, sédimentation par gradient de densitsé,
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etc), ou bien 1'é&chantillon peut &tre un plasma enrichi
en globules blancs par des techniques physico-chimiques
connues. On évite la présence de fixateurs.

On préfére combiner le colorant agueux et
1'échantillon de sang, tous deux fraichementi préparés
ou obtenus, & la tempé&rature du sang ou du corps normal
(environ 36°-40°C) lorsque les analyses prévues l'indiquent.
On obtient généralement une coloration plus rapide et

Pplus nette aux températures élevées. L'orangé basique 21

ne semble pas présenter de sensibilité fondamentale 3 la
température. ‘
Les solutions du colorant et du sang se comportent
bien lorsqu'on les combine selon un rapport volumétrique
d'environ 1:4. On agite doucement le mélange durant
quclques secondes et l'on examine une goutte du mélange
irmédiatement sous forme d'un montage humide en utilisant
une lamelle de verre de recouvrement, dans le champ
d'un microscope optique ou dans un &quipement automatisé
de comptage différencié des leucocytes (ou d'&tablisse-
ment de la formule leucocytaire du sang), si on dispose

. d'un tel é&quipement. D'autres fagons de mettre en contact

le colorant et les globules sanguins comprennent 1l'utilisa-
tion de milieux connus, commé par exmeple la gélatine, des
émulsions, etc, imprégnés du colorant 3 la concentration
d'environ 1 % du colorant. Une fixation de l'échantillon
géne gravement la co-action métachromatique, inhabituelle,
du ou des colorants de la présente invention avec les
leucocytes.

L'utilisation de 1'orangé basique 21 permet
d'identifier et de distinguer les cellules suivantes les
unes des autres, si elles sont présentes ensemble :
myéloblastes, promyélocytes, métamyélocytes, myélocytes,
bandes, neutrophiles, é&osinophiles, basophiles, lymphocytes
B, lymphocytes T et monocytes. La description simplifiée
ci-dessus de la figure 3 permet de différencier ces

cellules en vue d'une numération ou d'une autre étude.
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Les exemples présentés ici d titre illustratif
aideront 1l'horme du métier a apprécier les possibilités
du nouveau procé&dé& proposé. Parmi les divers avantages
du procédé, on peut citer la numération.des leucocytes
totaux, la numération des types ou esp&ces de leucocytes,
éventuéllement le diagnostic de certaines maladies et
notamment des leucémies, et la surveillance de monitorage
de patients auxquels on applique divers traitements
délicats, comme par exemple de la chimiothérapie, une
thérapie par des radiations, 1'ACTE, etc. )

On sait que l'identification et la numération
de tous les types ou espices de leucocytes présentent
souvent une importance fondamentale pour le diagnostic
et le traitement des maladies. )

Les exemples non limitatifs suivants sont
destinés a illustrer la mise en pratique de l'invention
et son utilité.

EXEMPLE 1
(Orang& basique n® 21 ; courbe spectrale n° 7,
figure 1)

En se fondant sur la dé&couverte initiale de la
capacité inhabituelle de l'orangé basique n° 21 a colorer
de maniére métachromatique et de fagon différentielle les
giobules blancs du sang, on s'est procuré un nombre
trés important de colorants appartenant aux séries des
colorants méthiniques, polyméthiniques, quinoniques et/ou
de la carbocyanine. Les colorants essayés en tré&s grand
nombre présentaient non seulement une similitude générale
de structure, ﬁais, comme dans le cas de l'orangé basique
n® 22, et comme indiqué ci-éessus[ les différences de
structure semblent mineures et ne porter que sur quelques
stvbstituants.

L'étude a porté€ sur un nombre de cclorants bien
plus vaste que celui des colorants cités dans le brevet
principal et 1'on a trouvé que seul l'orangéd basique
n° 21 présente la métachromasie habituelle ici décrite.
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On a obtenu sur des individus normaux, dans une
série de tubes comportant de l'héparine, 50 ml de sang
périphérique.

On a mélangé en double des tubes avec 10 ml d'une
solution 3 1 % du colorant orangé basique n° 21 dans de
l'eau distillée 3 environ 37°C. On n'a pas observé un effet
fondamental de 1la température sur ce colorant.

Lors de 1'étude au microscope, on a décrit ici
de fagon plus précise les €osinophiles (décrits 3 l'origine
comme ayant des granules bruns) corme ayant de gros
granules de couleur orange dans le cytoplasme comportant
un noyau lobulaire non coloré. On a observé que les
basophiles ont une configuration géométrique semblable,
mais les granules présentaient dans leur masse une couleur
cramoisie brillant avec une faible nuance bleue. Le noyau
a été &galement lobulaire et non coloré. Les monocytes
ont &t& nettement différencisds du fait de leur noyau
ovale non coloré et d'un cytoplasme rose contenant des
granules cramoisis et roses. L'expression "non coloré"
peut comprendre des colorations extrémement piles selon
le temps qui s'est &coulé avant l'examen de lecture de la
lame.

De fagon tout-3-fait remarquable, la coloration
différentielle des neutrophiles tant matures que immatures
a €té plus spécifique qu'avec n'inmporte quel colorant
ayant jusqu'3 présent fait l'objet d'observations au cours
des €tudes du présent inventeur ou cité dans l'art
antérieur. Les neutrophiles matures ont &té identifiables
par voie spectrale du fait de 1la présence de plus gros
granules, surtout de couleur Jaune, dans le cytoplasme
et du noyau lobé& non coloré. On a observé que les
neutrophiles imratures (voir figure 3) peuvent é&tre
identifiés par la présence de granules rouge orangé
dans le cytoplasme et d'un noyau de forme générale ovale
et qui n'est pas colors.
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EXEMPLE 2
On a préparé des suspensions de sang humain
riche en cellules T et en cellules B 3 partir d'échantil-
lons de 50 ml de sang périphérique obtenus & partir
d'individus normaux dans des tubes en "Vacutainer" contenant
de l'héparine, par passage de fractions, enricuies, de
Ficoll-Hypaque & travers des micro-colonnes de toile de
"nylon". On a €lué les colonnes, les suspensions riches en
cellules T et riches en cellules B, en utilisant des
conditions réglées de température, avec différents
tampons choisis, en opérant comme connu dans 1'art antérieur.
On a soumis des fractions de ces suspensions
récupérées & des analyses immunologiques en utilisant la
formation de rosettes de cellules T pour déceler des
cellules T et la détection d'immunoglobulines de surface
pour déceler des celiules B. On a iuncorporé une goutte

-~

d'une solutiocn agueuse & 1 % du colorant orangé basique 21

[

d 5 gouttes de la suspension recusillie dans des tubes &
essals séparés. Chaque tube a contenu environ 2 x 108
lymphocytes. On a observé au microscope que les lymphocytes,
identifiés comme étant des cellules T du fait de la forma-
tion de rosettes de cellules T, contiennent de petits
groupes ou amas de 5 3 10 granules rouges ou davantage.
Les lymphocytes identifiés par des méthodes immunclogiques
corme é&tant des cellules B n'ont présenté qgu'un rare
granule coloré en rouge dans le cytoplasme ; la plupart
des lymphocytes B ne comportaient pas de granules rouges
présents dans le cytoplasme. Le noyau était ovale et
coloré en jaune dans les cellules T aussi bien que dans
les cellules B. Le bleu de rhodanile et la carbocyanine
K-5 (colorants cités dans le brevet principal) ont &galement
coloré de fagon générale les lymphocytes, mais la couleur
obtenue pour les granules n'a pas &té aussi vive que
dans le cas de l'utilisation de l'orangé basigue 21 comme
colorant.

L'utilisation de 1l'orangé basigue 21 constitue,

-~

par rapport d la méthodologie actuellement connue, un
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procédé nouveau et rapide pour identifier, différencier
et compter les lymphocytes T et B et des cellules. Les
procédés actuellement connus impliquent l'utilisation de
réactifs biologiques instables (cellules de moutons),
exigent des technigues radio-isotopiques onéreuses et
demandant beaucoup de temps, exigent la maftrise de
nombreuses variables comme la température, le pH des
milieux d'incubation, etc, ce qui ne semble plus nécessaire .
EXEMPLE 3

Les &chantillons du sang périphériques de
personnes normales en bonne santé ne présentent générale-
ment pas des leucocytes immatures de la série myéloide
comprenant des promyélocytes, des myélocytes et des méta-
my&locytes. On trouve ces derniers types de cellules dans’
certains &tats maladifs, par exemple l'invasion de la
moelle des os par un cancer, une réaction "Leucémoide",
telle qu'on en trouve en cas d'infection grave, une
leucémie granulocytique chronique, etc. On a observé au
cours d'une série d'essais que l'crangé basique 21 confére
3 des leucocytes de malades des couleurs qui different de
celles des leucocytes normaux. Ainsi, on a observé,
par comparaison avec des &chantillons de sang périphérique
de personnes normales et en bonne santé, ou échantillons

&talons, que les granules des &osinophiles se colorent

en orangé foncé, alors que les granules des éosinogphiles
des personnes présentant une infection aigu& se colorent
en un jaune doré.
EXEMPLE 4

Une femme 3gée de 48 ans, présentant un cancer
de la poitrine & son état terminal, a développé de la
septicémie et une forte fiévre peu avant de mourir. A ce
moment crucial, sa numération de globules blancs s'est
élevée 3 45 000 par mm3. En utilisant la coloration
classique de Wright, il a été établi que 60 % des
leucocytes du sang périphérique étaient des bandes

présentant un noyau caractéristique non segmenté.
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7 Des @chantillons du sang de la paﬁiente ont
été colorés 3 l'aide d'une solution aqueuse 3 1 %
d'orangé basique 21, comme colorant vital utilisé sans
fixateur. ]

On a identifi& des bandes par la présence
constante d'un petit amas de granules (primaires) se
colorant en rouge parmi un plus grand nombre de granules
(secondaires) plus gros qui se soht colorés, de fagon
métachromatique, en jaune, ainsi que le noyau typique
non segmenté. )

Il a ainsi &té possible d'effectuer des opéra-
tions positivgs d'identification, de différenciation et
de numération des formes de bandes en se fondant
sur la maturation de leurs cytoplasmes et sur la diffé-
rence de couleur entre leurs granules primaires et
secondaires plutdt que de se fonder uniquement sur la
dimension et la forme du noyau. 7 ‘

' EXEMPLE 5

Cing patients, connus pour présenter une leucémie
lymphocytigue chronique non traitée,’ ont &té des donneurs
d'échantillons de sang veineux pé&riphé&rique.

En utilisant des margueurs immunologiques
classiques (rosette des'cellules T, marqueurs de Ig G
de surface), on a établi gque toutes ces leucémies
étaient du type & cellules B.

On a mélangé cing gouttes, coastituant des frac-
tions de chaque échantillon provenant d'un donneur, avec
une goutte d'une solution aqueuse fraichement préparée,
filtrée &8 1 % d'orangé basique 21 dans la série des
tubes 3 essai. Les lames observées avec un montage
humide au microscope optique ont montré qu'aucune des
cellules ne contenant un amas de granules rouges dans le
cytoplasme, comme cela est caractéristique dans le cas
des lymphocytes T ou cellules T. Toutes les cellules
malades se sont cclorées en jaune dans le noyau, commz
des lymphocytes B ou les cellules B normaux.
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Ces résultats d'essais ont confirmé, sans long
retard ni opérations cytologhums fastidieuses, le premier
résultat de 1'absence de cellules T et ont renforcé la
théorie actuelle selon laquelle la leucémie lymphocytique
chronique est une maladie associée aux cellules B.

EXEMPLE 6

A son admission 3 1'hdpital, un homme de 62 ans,
présentait une température de 39,4°C, des frissons et de
la fidvre. Des examens aux rayons X ont montré une
pneumonie é&tendue dans le lobe inférieur droit du poumon.
Des cultures du sang ont donné un résultat positif pour
Klebsiella pneumoniae. En utilisant une coloration

classique de Wright, avant traitement par des antibiotiques,
on a dénombré 36000 globules blancs du sang par mm3. Le
sang a contenu de nombreux promyélocytes, myé&locytes et
métamyélocytes ainsi que des neutrophiles matures.

Des é&tudes chromosomiques ont montré que le
patient présentait une réaction "leucémoide"” et non pas
une leucémie.

On a obtenu un &chantillon de sang périphérique
additionné d'héparine et on 1'a soumis 3 des analyses vitales,
sans fixateur, en utilisant cing gouttes de sang avec une
goutte d'une solution agueuse frafchement préparée a 1 %
d'orangé basique 21. On a agité 1'échantillon coloré et
on l'a immédiatement examiné sous forme de montage humide.
On a distingué les promy€locytes du fait que les granules
primaires ne sont colorés en roﬁge orangé vif ou en
cramoisi & magenta. Les myélocytes ont présenté une plus
faible proportion de granules jaunes que de granules rouges
orangés dans le cytoplasme, en comparaison des métamyélocytes,
les granules rouges (lysosomes) des derniers ont été
regroupés en amas dans la petite partie terminale du
cytoplasme en donnant ﬁn ensemble présentant deux couleurs
Principales. Les neutrophiles ont &té identifiés par la
présence d'un cytoplasme comportant surtout des granules
secondaires jaunes. Les résultats ont montré que l'orangé
basique 21 a permis une différenciation instantanée des
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divers stades reccnnus de maturation de cellules granulo-
cytiques et a permis de les identifier dans des prépara-
tions de sang ou de fluides brovenant de tissus.

Dans la description et les exemples ci~dessus,

On a un peu insisté sur 1'importance que les progrds ici
décrits peuvent avoir lorsgu'on les applique 3 des
équipements automatisés d*établissement de la formule
leucocytaire du sang. On ne connait pas actuellement
d'équipement capable de tirer avantage, sans modification

de cet éguipement, du procédé ici décrit et qui a été
utilisé manuellement. L'homme du métier et ceux qui travail-
lent dans le domaine de 1a technologie médicale savent

bien 1'importance d'une détermination précise et rapide

des diverses numérations et différenciations de leucocytes,
ou de l'établissement d'une formule leucocytaire, a
diverses fins. Il a +té estimé gu'aux Etats-Unis

d'Amériqu2, on effectue chague jour un demi-million de
déterminations des formules leucocytaires du sang, en appli-
quant dans la plupart des cas des techniques manuelles,

ce qui cotite plus de 750 millions de dollars (4,5 milliards
de francs) par an.

De telles numérations, manuelles ou automatisées,
exigent fondamentalement que l'on puisse identifier,
différencier par voie spectrale et compter les cellules,
notamment pour faciliter un diagnostic en médecine. Il
n'est pas dofiteux gue le progrés ci~dessus dans ces
domaines fondamentaux va donner naissance 3 des progrés
dans le domaine d'un équipement aux111a1re automatisé,
comme indiqué ici.

Les numérations sanguines, dont il est ici ques~
tion, constituent, qu'elles soient manuelles ou automa-
tisées, des aides tras importantes, voire vitales, pour
1'examen et la détermination de la nature d'une maladie.

On peut ainsi mieux déceler, et donc mieux traiter, des
fiévres d'origine inexpliquée, dues 3 une infection virale,
Ou non pyogéne, d un appendice impliquant une formation

de pus, 3 la vésicule biliaire ou aux trompes de Fallope;
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on peut mieux établir un pronostic pour des patients
présentant diverses maladies 3 divers stades ; des
tumeurs malignes, ce qui comprend la maladie de
Hodgkins ; une maladie pulmonaire ; on peut surveiller
le traitement des patients par des stéroiIdes du type des
hormones corticosurrénales (corticothérapie), ainsi
que divers genres de leucémies aigués et chroniques ; on
peut établir une différence, lors du diagnostic, entre
un infarctus aseptique de 1l'os et une ostéomyélite.
Un dénombrement précis des leucocytes, leur analyse et
leur étude cytologique peuvent ainsi contribuer au
diagnostic, au pronostic et au traitement des é&tats maladifs
ci-dessus, ainsi que des infections bactériennes et aussi
contribuer 3 1'étude de nombreuses autres questions médi-
cales.

Tel qu'il sert ici, le terme "métachromatique"
concerne non seulement la qualité particuliére et inhabi-
tuelle des colorants ici décrits, mais aussi la qualité
des aivers constituants, par exemple le noyau et le
cytoplasme, de chaque type ou espéce individuel de
leucocyte qui coréagissent de maniére métachromatique
avec quelque chose, 3@ lz manidre d'une synergie, pour
produire la différence de réponse spectrale permettant les
progrés ici décrits en cytochimie. Essentiellement, chaque
type ou espéce de globules blancs du sang sorbe (ou ne
sorbe pas) un seul colorant métachromatique d'une fagon
inhabituelle ou remarquable, de sorte que chaque cellule
ayant sorbé& un colorant donne par réflexion un spectre
lumineux individuel et différent.

On sait bien que certains leucocytes granulaires
présentent des affinités différentes pour divers colorants,

c'est~a-dire que les basophiles présentent de l'affinité

pour les colorants basiques, les éosinophiles présentent
de 1'affinité pour des colorants acides et les neutrophiles
ne se colorent pas intensément sous 1l'effet des colorants

acides ou basiques. L'art antérieur ne suggére cependant



10

15

25

30

35

2501865

40
pas l'existence de caraétéristiques morphologiques ou
d'un comportement chimique permettant 3 1'orangé basique
21 de présenter spécifiquement des distinctions aussi
nettes que celles gque l'on trouve maintenant entrerles
lymphocytes T et les lymphocytes B et permettant la
distinction inhabituelle des bandes. '

Cela semble d'autant plus &trange lorsqu’on
constate que 1l'orangé basiqué 22, dont la structure
chimique ne varie que par des différences de position
de deux groupes secondaires, comme &tudié ci-dessus,
est totalement inefficace aux fins ici visédes.

L'identification, la différenciation et la
numération des monocytes ont une grande importance pour
un diagnostic. La pré&sence d'un nombre accru de monocytes
dans le sang peut indiquer l'existence d'une tuberculose
active, d'une septicémie ou d'un empoisonnement du sang
et des lymphomes comme dans le cas d'un diagnostic de la
maladie de Hodgkins; La présence d'un nombre accru de
monocytes dans le sang de personnes se relevant d'une
anémie hypoplastique ou aplastique peut appeler un
pronostic favorable pour le patient. Des analyses rapides
et précises de monocytes au microscope, par le proc&dé
de l'invention, favorisent une application &tendue d'une
technique intéressante.

La détection, 1l'identification et la numération
des leucocytes polymorphonucléaires (neutrophiles)
constituent des paramétres trés importants, voire critigques,
dans toutes les évaluations du sang. Ils sont particulia-
rement impoitants dans le diagnostic d'infections aiguss
comme la pneumonie ou la péritonite, au cours desquels
le nombre des neutrophiles augmente. Ils sont importants
aussi pour la surveillance de monitorage de patients
soumis & une chimicthérapie et 3 une thérapie par des
rayonnements. Une diminution des numérations peut se produire
dans le cas d'une infection é&crasante, comme manifestation
de la toxicité des drogues, en cas d'hyperactivité de la

rate et au cours de la leucémie aiqué.
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Si le nombre absolu des neutrophiles tombe au-
dessous de 1000 par mm3, le risque d'infection augmente
trés fortement. Le colorant spécifique de la présente
invention colore instantanément les granules ou lysosomes
constituant une structure caractéristique d'identification
des leucocytes polymorphonucléaires ou neutrophiles.

Les €osinophiles comme les basophiles sont
impliqués dans des réactions allergiques. Les lymphocytes
sont impliqués dans une inflammation et & un plus grand
degré dans des réactions immunitaires et dans des réponses
ad des antigénes (corps étrangers). Les €osinophiles sont
instantanément identifiés par la présence des grands
granules de couleur orange dans le cytoplasme et par la
configuration lobulaire du noyau non coloré.

La numération des &osinophiles sert 3 surveiller
1l'administration médicale de 1'hormone corticotrope ACTH
lors du traitement d4'états cliniques. Les procédés
antérieurs ont introduit des arté&facts donnant lieu 3
des confusions et des formes indéfinies ressemblant 3 s'y
méprendre aux &osinophiles. La précision de la numération
des globules sanguins diminue, dans 1l'art antérieur, 3
mesure que le temps s'&coule entre la préparation d'un
&chantillon de sang et 1'achavement de la numération.

On utilise alors essentiellement de multiples colorants.
Il faut souvent effectuer des colorations 3 1'aide de
colorants acides et basiques. Les colorants utilisés
dans 1'art antérieur tendent 3 se séparer par cristalli-
sation de leur solution au repos.

On sait que les lymphocytes, spécifiquement
identifiables & titre de classe, 3 1'aide du bleu borrel,
sont 1iés 3 une inflammation et 3 des réactions immuni-
taires. Leur nombre augmente dans le sang des personnes
présentant de la leucémie lymphatique chronique et de
personnes ayaht la coqueluche. Leur nombre peut diminuer
chez des patients soumis 3 une chimiothérapie et 3 une
radioth&rapie, chez les patients présentant un lymphome
et dans le cas de divers types de déficiences immunologiques
héréditaires.
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Les basophiles ont un cytoplasme qui contient de
gros granules riches en substance cationique comme 1'héparine,
la sétotonine et 1'histamine. Ils sont impliqués, par
exemple, dans les réactions allergiques.

Le principal progrés de la présente invention
réside dans la ddcouverte 4'un colorant, actuellement
remarquable, qui colore de fagou différentielle les
lymphocytes (qui n'&taient antérieurement colorés que sous

=~

forme d'une classe par le bleu borrel) 3 de plus faibles
températures et gqui peut servir sous une seule fcrme pure
pour une identification, aussi bien manuelle gqu'automatique,
et pour une &tude de chaque espéce ou type indiqué. Il

va de soi que l'on paut trouver des avantages potentiels

4 utiliser des combinaisons des colorants décrits dans

le brevet principal avec l'orangé basique 21, dont

l'utilisation spécifique est ici décrite.

La différenciation des cellules T et des cellules B,
au éours d'étudss effectues selon l'art antérieur, impli-
que des préparations et modes opératoires biochimiques
plus complexes, comportant la détermination ou la mise en
oeuvre &2 : 1) de la phosphatase acide (enzyme) ; 2) une
estérase non spscifique ; 3) des fragments d' immunoglobulines
humaines (Ig G) ; 4) des colorants fluorescents et 5) des
préparations de globules rouges de sang de mouton ayant une
vie utile d'environ 14 jours, ce qui constitue la base de
la formation des rosettes pour l'identification des cellules
T et dépend de la température. 7

On trouve les lymphocytes T dans 60 a 80 % du

~

'sang périphérique et dans 85 3 90 % du sang du canal

thoracique. On sait que ces cellules sont ligées i des
rejets d'allocreffes, et 1'examen des cellules T et des
cellules B est important en immunologie et en pathologie.

-

Les cellules B sont moins nombreuses et se trouvent i

raison de 10 3 30 $ dans le centre germinatif et les

cordons médulaires.
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Les toxicomanes et les personnes manifestant de
l'accoutumance 3 certaines drogues ou médicaments présentent
une diminution importante du nombre des cellules T.

Les troubles immunologiques congé&nitaux sont,
dans leur trés grande majorité, 1i&s aux systémes des
cellules T et des cellules B. On sait également que les
maladies néoplastiques impliguent le systéme immunogénétique
et il est admis que ces patients présentent des anomalies
des systémes générateurs des lymphocytes T et des lymphocytes
B. Les lymphomes d'adultes ont le plus souvent pour origine
des cellules B. D'autre part, les lymphomes des enfants
comportent des cellules T de marquage, que l'on pense liées
au thymus, plus actif au début de 1l'enfance.

La leucémie lymphocytique chronique est une
maladie apparenté&e aux cellules B ; un leucémique présente
des cellules B et ne comporte pas d'amas de cellules T.

Ce bref exposé sommaire permet de voir la grande portée
et 1l'importance d'une identification, d'une comparaison
et d'une numération faciles et rapides de ces cellules.

Dans tous les cas, l'expression "observation au
microscope" est destinée 3 comprendre l'é&clairage par la
lumiére blanche, qui sert de fagon classique en microscopie
clinique. Une numération différentielle automatisée des
leucocytes (ou l'établissement autoniatisé d'une formule
leucocytaire du sang) est devenue actuellement possible
avec un microscope normalement &clairé 3 la lumiére blan-
che, mais, pour autant gu'on le sache, il n'existe
actuellement dans le commerce aucun éguipement pouvant
directerent servir 3 cet effet. Le procédé de la présente
invention contribue 3 permettre un développement couronné
de succés, d'un égquipement automatisé de numération
différentielle des leucocytes (ou d'établissement d'une
formule leucocytaire du sang) 1ié 3 une calculatrice ou
un ordinateur, et l'invention résoud de nombreux probléres
Gui ont retardé cette mise au point d'un équipement
automatisé.
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On pense que le terme "métachromatique" a été
tout d'abord utilisé@ par Ehrlich (1897) pour décrire une
coloration qui change de couleur apparente lors de la
sorption du colorant par certaines cellules. Le colorant
est dit présenter de la métachromasie, et l'on a observé
qu‘il s'agit d'une propriété caractérisant un nombre
relativement faible de colorants purs, surtout des colo-
rants cationiques basiques comprenant des méthines, des
polyméthines et des carbocyanines, gqui colorent des
€léments tissulaires en une couleur différente. La
métachromasie se définit également comme supposant 1'émis-
sion, par des substances différentes, de spectres de
couleurs différentes, lorsque ces substances sont colorées
par le méme colorant. En cytologie, des granules ou autres
&léments cellulaires métachromatiqueé sont ceux qui pren-
nent une couleur différente de celle du colorant servant
a les colorer. ' '

Deux facteurs sont impliqués de mani&re inhérente
dans l'expcsé ci-dessus de la signification des termes
"métachromatiqué" et "m&tachromasie". L'un est la cellule
biologique(et ses parties spécialisées), gue l'on appelle
métachromatique” ou "chromotrope"”, et il s'agit alors
d'une qualité ou d'une caractéristique de 1'é&chantillon
de cellules biologiques, et l'autre concerne la qualité
du colorant. Trés peu de colorants possédent ce qui cons-
titue une qualité essentielle pour stimuler une des struc-
tﬁres d 1l'intérieur d'une cellule ot leur faire manifester
de la métachromasie. Conn (%9e &dition) indique que "des
colorants purs mocntrant cette réaction sont tras peu
nombreux". Il existe peu de rapports indiquant que le
phénoméne a impliqué jusqu'a présent plus de deux spectres
colorés distincts. Dans un cas, on a signalé “une légére
ccloration en bleu—vert clair du noyau,'avec une métachro-
masiz violette du cartilage". Cependant, les colorants
étant normalement appliqués alors & ’'des tissus fixés, dont
la nature chimique et physigque est altérée par les modes

opératoires usuels de préparation & la coloration, une
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coopération essentielle entre les caractéristiques des
structures biologiques naturelles au sein d'un échantillon
de cellules risque d'é&tre ainsi modifiée et d'dtre rendue
non sensible 3 ce qui pourrait, sinon, provoquer une
réaction, de sorte qu'une sorption du colorant ne se
pProduit alors pas.

On connait bien les colorants fluorescents. Au
cours de la fluorescence, une plus grande énergie lumineuse
est émise, sur d'étroites fréquences choisies, que l'énergie
absorb&e dans ces fréquences choisies, bien que 1'énergie
totale de la 1lumidre réfléchie ne soit pas supérieure &
celle de la lumidre totale absorbée. De la mé&tachromasie
fluorescente est connue (on peut citer par exemple certains
colorants de la classe comportant comme chromophore de
l'acridine). Cependant, cette qualité de métachromasie
n'entre pas dans le cadre du terme "metachromasie”, tel .
qu'on l'utilise ici. Ce terme est utilisé ici en accord
avec le sens que l'on trouve pour ce terme dans "Conn”

(9e &dition) et dans "Synthetic Dyes in Biology, Medicine
and Chemistry" (colorants synthétiquesen biologie, médecine
et chimie) de Gurr et dans "Rational Use of Dyes in
Biology" (utilisation rationnelle des colorants en biologie)
de Gurr ol 1l'on ne trouve aucune ré&férence 3 de la
"métachromasie fluorescente".

Cependant, des colorants utiles aux fins de la
présente invention reuvent présenter un peu de fluores-
cence, comme une fluorescence en solution, mais ils ne
dépencdent pas de la qualité de métachromasie par fluores-
cence" pour pouvoir &tre utiles aux fins de 1la présente
invention. Tel qu'il sert ici, le terme "métachromasie"
est indépendant de la réponse en fluorescence 3 n'importe
quelle longueur d'onde donnée de la lumidre.

Des groupes chromophores spécifiques ont servi,
comme dans l'ouvrage "Color Index" pour la classification
des colorants. Les colorants qui s'avérent utiles aux

fins du brevet principal et éventuellement de la présente
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invention ne constituent gu'un trés petit nombre de
colorants dans les classes identifiées. Les colorants
les plus intéressants et les plus prometteurs sont ceux
des séries méthiniques, polyméthiniques, de la quinoléine
et de la carbocyanine, dans lesquels 1le groupe'chromophore
ainsi identifié constitue un pont entre d'autres groupes
chromophores de la classe des colorants cationiques.
Souvent, par exemgle, on trouve un groupe méthine ou
polyméthine, constituant un pont entre un ou plusieurs
chromophores portant des noyaux quinoléine.

On a &galement trouvé des exemples représentatifs
utiles dans la large classe identifiée en pratique comme
étant des aryl méthanes, parmi les.quels 1'un des quelques
colorants utiles choisis aux fins de 1a présente invention
est un triamino-triaryl méthane (violet de Hofman ) et un
autre est un ph&nyl naphtyl méthane (bleu de nuit). Ce
sont les deux sesuls qui se sont avarés pouvoir servir,
parmi un trés grand nombre de colorants de cette classe
générale ayant été& soumis 3 des essais. D'autres classes
connues pour ne comporter gu'un petit nombre d'esp2ces
pouvant fonctionner bien, comprennent des oxazines, des
thiazines et des indanmines. Aucune des autres classes
de groupes chromophores &numérés dans le systéme de
classification du Color Index n'a, jusqu'a présent au
cours Ges recherches du demandeur, donné d'espdces pouvant
bien fonctionner dans le cas présent.

Une large classe de colorants basigues englobant
les colorants métachromatiques de la présente invention
comprend ceux dans lesquels le groupe auxochrome est un
groupe amino primaire, secondaire ou tertiaire. Un atome
d'azote au moins joue le rdle d'atome d'azote quaternaire
et, par addition d'un anion incolore, 1le plus souvent,
un hydracide halogéné&, il peut former un sel. Comme
les hydracides halogénés sont des acides relativement
forts en comparaison de la base immonium, les composés
obtenus sont le plus souvent faiblement acides ou présen-
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tent un pH acide. Le groupe chromophore organique est un
cation, portant une charge positive, et l'ion halogéne
constitue 1'anion ou charge négative.

Aprés la découverte de 1'intér@t pouvant &tre
attaché a l'orangé basique 21, qgui est un colorant poly-
méthinique, pour la classification des globules blancs du
sang, des échantillons d'autres colorants orangés basiques,
identifiés dans le Color Index par les numéros 22, 27, 42,
44 et 46, ont été trouvés et soumis 3 des essais de
métachromasie. Ces cnlorants &taient indiqués comme se
situant dans la classe des polyméthines. On a &galement
essayé les orangés basiques 24, 25, 26 et 28. Aucun de
ces colorants n'était une polyméthine. Parmi l'ensemble des
orangés basiques essayés, ce qui comprend des orangés
basiques polyméthiniques et mé&thiniques, seul 1'orangé
basique 21 s'est évéré &tre un colorant utile aux fins de
la présente invention.

Comme, dans le brevet principal, il a été &tabli
que le rouge basique 13 et le violet basique 16, de la
classe des polyméthiniques, présentent un int&r&t pour
l'identification par métachromasie des globules sanguins,
la recherche a été& poussée en vue de couvrir des rouges
et violets méthiniques et polyméthiniques du Color Index,
1dentifiés de manidre semblable et disponibles. Lors des
essais, il a été trouvé que les rouges basiques n° 14, 15,
27, 37, 68 et 102 n'ont pas la qualité de métachromasie
essentielle pour colorer des monocytes et/ou d'autres
leucocytes. Il a cependant été& &tabli que les rouges
basiques n°® 35, 36 et 49 (qui sont tous des polyméthines)

sont utiles pour la coloration métachromatique différentielle

des globules blancs du sang, domaine auquel s'est intéressé
le brevet principal.

On a trouvé que les colorants violets basiques
n® 7, 15, 16, 39 et 40 (qui sont tous, &galement, des
polyméthines) sont utiles et peuvent servir ici. Cependant,

le violet basigu=2 14. qui n'est pas classé 3 titre de
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polyméthine dans le Color Index, n'a pas développé de
métachromasie de coloration des globules blancs du sang,
comme - le violet basique 16.

Bien que le Color Index identifie tous les
colorants indiqués ci-dessus, on se fondera sur leur
courbe spectrale comme arbitre final pour 1l'identification
de-tous les colorants cités ici, daans 1la mesure ol
ces courbes sont disponibles pour les colorants pré61tes
ayant les numéros indiqués du Color Index.

Comme dans le brevet principal, on entend dé51aner
par les expressions "analyse vitale" des leucocytes du
sang, ou "coloration vitale des cellules", la coloration
des leucocytes, sans les fixer, de maniere que 1lesdits
leucocytes restent encore vivants pendant la coloration
et pendant leur examen au microscope.

7 On peut également noter que le prucédé de la pré-
sente invention peut servir ou contribuer 3 1'analyse rapide
du sang de donneuré éventuels de sang, en vue de transfu-
sions : on peut ainsi examiner rapidement si le sang du
candidat donneur est "sain" et utilisable dans le ou les
cas en cause,

Il va de soi que, sans sortir du cadre de 1'inven-
tion, de nombreuses modifications peuvent étre apportées

‘au procédé décrit et représentsé.
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REVENDICATIONS

1. Procédé d'analyse vital, au microscope, des
léucocytes et lymphocytes d'un sang humain normal ou
pathologique, ce qui comprend des lymphoblastes
leucémiques potentiellement présents dans un é&chantillon
de sang provenant d'un donneur, dans un environnement
aqueux sans fixateur, selon 1l'une des revendications 1 et 2 du brevet
principal, procédé caractérisé en ce qu'on expose cet échantillon de
sang, ou une fraction dudit échantillon, & 1l'action de 1'orangé basi-
que 21 (courbe spectrale N° 7), de sorte que chaque espéce ou type de
giobules présents dans ledit &chantillon et qui se
colore, sorbe le colorant de maniare métachromatigue et
se différencie (a) par la présence ou 1'absence de couleur
et par la forme du noyau des globules ou cellules et (b)
par le nombre relatif, 1la dimension, l'agencement et la
forme et la ou les couleurs des granules présents dans. le
cytoplasme.

2. Procé&dé selon la revendication 1, dans lequel
les cellules ou globules du sang humain se trouvant dans
un &chantillon provenant d'un donneur comprennent une
ou plusieurs des espa&ces ou un ou plusieurs des types
suivants de cellules : myéloblastes, promyélocytes,
my&locytes, métamyé&locytes, bandes, neutrophiles, éosino-
philes, basophiles, cellules B, cellules T et monocytes,

le procédé étant caractérisé en ce qu'il permet d'identifier

par voie optique ces types ou espéces l'un par rapport
a l'autre. _

3. Procédé selon la revendication 1, dans lequel
les lymphocytes normaux ou pathologiques présentant un
intérét particulier sont des cellules B et des cellules T,

le proc&dé étant caractérisé en ce qu'il permet d'identifier
chaque type individuel de cellules et permet de lcs compter

dans le cadre de l'analyse vitale des cellules du sang.
4. Procédé d'analyse, destiné 3 &tre un &lément
d'appréciation dans l'examen 4'un patient et, éventudle-

ment ou en variante, 3 permettre de surveiller le traite-
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ment 4'une maladie, caractérisé en ce gu'on soumet
une fraction d'un échantillon de sang provenant d'un

=

patient, échantillon d 1'état ne comportant pas de fixateur,
1'aide du colorant orangé basiqus 21 {courbe spectrale
n® 7) ; on compare, sous le microscope, les leucocytes
du donneur ainsi coloré&s ou non colords, avec un &chantil-
lon de sang connu, provenant d'une personne ncn malade,
qui a &té préparé de facon semblable et constitue un
€talon de base pour la comparaiscn ; et 1'on note les
différences, par rapport 3 cet &talon, des propriétés
tinctoriales des granules du cytoplasme et du noyau présent
dans l'échantillcn analysé, ce gui permet de déterminer
la pré@sence ou l'absence de modification d'un ou plusieurs
des leucocytes de 1'échantillon, par rapport 3 1'étalon,
dans la fraction d'échantillon de sang provenant du donneur,
en vue, par exemple, de déterminer la présence ou l'absence
d'une maladie affectant un ou plusieurs desdits leucocytes.
5. Procédé pour étudier une maladie humaine,
par analyses et comparaisons, -au microscope, d'échantillons
de sang contenant des leucocytes encore vivants, sans
fixateur, provenant d'un dcnneur, procédé caract8risé
en ce qu'on soumet une fraction de l'é&chantillon de sang de
ce donneur 3 une coloration 3 l'aide de l'orangé basigue
n® 21 (courbe spectrale n° 7) et en ce qu'on identifie,
compte et compare chague espéce de leucocytes int&ressantes
pour l'étude en cause et présente dans ledit échantillon
qui a subi une coloration métachromatique et différentielle
et en ce qu'on compare, avec des échantillons étalons
témoins provenant de personnes non malades, pour déterminer
la présence, l'absence ou des variations de couleurs et
de formes du noyau st déterminer aussi le nombre relatif,
la dimension, l'agencement ou la forme et la ou les
couleurs et les variations ou les proportions de couleurs
des granules du cytoplasme.
6. Procédé d'analyse vitale, au microscope, d'un
sang humain normal ou pathologique, selon lequel on fait,
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sélectivement, apparaitre par voie spectrale les
lymphocytes, ou lymphoblastes leucémiques potentiellement
présents, ce procddé &tant caractérisé en ce qu'on met

au roins une fraction d'un échantillon de sang humain
encore vivant en contact, & 1'état sans fixateur, avec

un environnement aqueux comportant au moins un colorant
cationique quaternaire basique ayant la combinaison
chromophore essentielle de structure et de groupes

présents comme dans 1'orangé basique n° 21 (cdufbe
spectrale n° 7), de mahiére d différencier métachromatique-

‘ment les espéces individuelles ou types individuels de

ces cellules les uns des autres, ce qui permet de classer

et de compter les types reconnus présents dans 1'échantillon

sounis 3 1l'analyse.

7. Procé&dé selon la reverdication 1, caractérisé
en ce qu'on identifie et compte, par des observations hu-
maines, les lymphocytes et lymphoblastes différenciés
par voie métachromatique.

8. Prccédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce qu'on identifie et compte, 3 l'aide d'un égquipement
ou dispositif physique ré&pondant awx spectres lumineux,
les lymphocytes et lymphoblastes différenciés par voie
métachromatique.

9. Procédé d'analyse, au microscope, du sang
humain encore vivant, permettant une différenciation
optigue, une comparaison et une numération des lymphocytes
T et des lymphocytes B par coloration métachromatique
d'au moins une fraction d'un échantillon de sang humain
sans fixateur, procédé caractérisé en ce qu'on effectue
cette coloration par mise en contact de la fraction
ou de l'échantillon, dans un environnement aqueux, avec
le colorant oranaé basique 21 (courbe spectrale n° 7) et
en ce qu'on différencie les cellules T présentes, par
rapport aux cellules B, par la présence d'un amas de
granules rouges dans le cytoplasme, par ailleurs non
coloré, des cellules T et par l'absence de cet amas de

granules roucges dans le cas du cytoplasme des cellules B
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présentes, le noyau des cellules T et des cellules B
étant coloré en jaune.

10. Procédé d'analyse, au microscope, d'un sang
humain encore vivant, perrmettant une différenciation
optique, une numération et une comparaison de bandes
présentes, par coloration métachromatique d'au moins une
fraction d'un &chantillon de sang humain encore vivant,
sans fixateur, procéddé caractérisé en ce qu'on met cette
fraction en contact, dans un environnement agqueux, avec
du colorant orangé basique n°® 21 (courbe spectrale n° 7)
et en ce gu'on différencie les cellules de bandes des
autres leucocytes potentiellement présents dans cet
échantillon du fait de 1la présence, dans le cas des
bandes, d'un amas relativement faible de granules, de
couleur rouge orangé, situé 3 part dans le champ
cytoplasmique consistant en un grand nombre de granules
jaunes autour d'un noyau non coloré.

11. Procédé d'analyse, au microscope, d'un
sang humain encore vivant, caractérisé en ce gu'on
effectue une diffadrenciation optigue, une numération et
une comparaison de chague cellule individuelle d'une
série my&lolde granulocytique comprenant, lorsque la
série est compléte, des promyélocytes, des myélocytes,
des métamy&locytes, des bandes et des neutrophiles,
par coloration métachromatique d'au roins une fraction
d'un &chantillon de sang humain encore vivant, sans fixa-
teur, par mise en contact de cette fraction, dans un
environnement agueux, avec le colorant orangé basique
n® 21 (courbe spectrale n° 7) ; on différencie ainsi les
promyélocytes par la présence de granules primaires, de
couleur surtout rouge orangé, dans le cytoplasre, les
my&locytes par la présence d'un mélance formé surtout
de granules primaires de couleur rouge orangé dans un
croissant plus petit et une masse plus faible de granules
secondaires jaunes dans un croissant pluz épais du
cytoplasme ; des métamyélocytes par une plus petite -
nasse cde granules primaires de couleur rouge orangé
dans le petit croissant et de granulés secondaires jaunes
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dans une masse proportionnellement plus grosse et plus
épaisse d'une seconde partie du croissant constituant
le cytoplasme ; les bandes par un amas relativement petit
de granules primaires de couleur rouge orangé dans un
champ dominant de granules secondaires jaunes constituant
le cytoplasme, et les neutrophiles par le fait que la
quasi-totalité des granules du cytoplasme sont jaunes,
chaque membre de la série ci-dessus comportant une surface
Oou un volume de noyaux qui diminue apparemment en fonction
de la surface ou du volume de la cellule et reste
sensiblement non coloré, les trois premiers membres de la
série ayant une dimension globale de cellules (surface
ou volume) gé&néralement supérieure a celle des deux autres
membres de la série.
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