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Apport de la cytométrie

en flux a la culture

cellulaire

J.-F. MAYOL

Principe de la cytométrie en flux

La cytométrie en flux (CMF) est une technique per-
mettant la mesure (-métrie) des propriétés optiques de cel-
lules (cyto-) transportées par un liquide vecteur (flux). La
CMF permet d’effectuer une analyse multiparamétrique de
cellules individualisées, en suspension, grace au passage de
ces cellules devant un laser révélant leurs propriétés de dif-
fusion et de réfraction lumineuse ainsi que d’émission de
fluorescence. L’'objectif de cette technique est de caracté-
riser une ou plusieurs sous-populations cellulaires et d’en
déterminer la proportionnalité par rapport a une popula-
tion parente ou le nombre absolu.

La cytométrie en flux repose sur différents éléments :
un systeme fluidique, un systeme optique, et une interface
informatique, bien sir, sans oublier les cellules qui doivent
étre en suspension monodispersée et qui auront fait 'objet
d’'un marquage.

Systeme fluidique

Afin que les cellules soient analysées individuelle-
ment, la suspension monodispersée « chaotique » doit étre
transformée en un défilement ordonné de cellules. Cette
étape se produit grace au phénomene d’hydrofocalisation
grace auquel la suspension cellulaire est enrobée par un
liquide de gaine circulant a une vitesse supérieure et qui
va étirer la suspension cellulaire jusqu’a ce que les cellules
s’alignent les unes derriere les autres (figure 11-1). Les
régulations des vitesses du liquide de gaine et du liquide
échantillon se font grace au contrdle des pressions d’air
appliquées sur ces liquides. L'utilisateur a la possibilité de
faire varier la pression sur le liquide échantillon, ce qui per-
met de moduler le débit d’analyse de 1'échantillon en élar-
gissant ou en rétrécissant la veine liquide de I'échantillon
au sein du liquide de gaine.

Systeme optique

Le systeme optique d'un appareil de cytométrie est
composé de deux parties, chargées respectivement de
'excitation des cellules et de la collecte des signaux lumi-
neux. Les lasers sont utilisés dans la tres grande majorité
des appareils de cytométrie. Ils offrent plusieurs avantages
pour leur utilisation comme source d’excitation : (i) leur
longueur d’onde d’émission est trés étroite (une seule
valeur de longueur d’onde), (ii) leur puissance permet une
tres bonne excitation des fluorochromes (de 10 a 100 mW),
et (iii) la cohérence du faisceau lumineux permet de perdre
tres peu d’énergie lumineuse lors du trajet qui conduit les
photons de la sortie du tube laser au point d’intersection
avec la veine liquide et les cellules. Les appareils de cyto-
métrie sont généralement équipés d’'un a trois lasers, mais
certains appareils peuvent comporter jusqu'a sept lasers
afin d’augmenter encore la quantité de fluorochromes ana-
lysables simultanément. Le laser va intercepter les cellules
dans une cellule en quartz dont I'indice de réfraction est
proche de celui du liquide contenant I’échantillon afin de
limiter la dispersion du signal lumineux.

L'interception de la veine liquide contenant les cel-
lules a analyser par le laser est a 'origine de I'émission
de photons de fluorescence ou de diffusion. Ces photons
peuvent avoir des longueurs d’onde tres diverses en fonc-
tion des fluorochromes par lesquels ils sont émis. La deu-
xieme partie de 'optique de I'appareil de cytométrie en flux
a pour fonction de collecter ces photons et de les séparer
selon leur longueur d’onde. Ce constituant du cytometre
est le banc optique (figure 11-2). Il est formé de différents
composants (cités par ordre d’interaction avec le signal
lumineux) :

— une lentille de collection recueillant une partie
de la lumiere émise au point d’interception avec le laser.
Dans certains cas, cette lentille de collection va amener les
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Figure 11-2 Représentation d’un banc optique et des
différents éléments qui le composent.
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Pression sur le liquide échantillon forte
Débit rapide ou “high”

photons dans un réseau de fibres optiques conduisant le
signal lumineux vers le banc optique proprement dit. Dans
d’autres cas, la lentille de collection est accolée au banc
optique et la transmission du signal lumineux est directe ;

— des miroirs dichroiques segmentant le signal
lumineux en fonction de la longueur d’onde des photons
qui le composent. Cette segmentation a pour but de sépa-
rer les photons selon le fluorochrome qui les a émis. Ces
miroirs dichroiques peuvent avoir plusieurs propriétés :
soit ils laissent passer les photons dont la longueur d’onde
estinférieure a une valeur donnée, ils sont alors dits « short-
pass » ou passe-bas (par exemple, 488SP), le reste des pho-
tons est alors réfléchi dans une autre direction, soit ce sont
les photons de longueur d’onde plus élevée qui passent,
le miroir dichroique est alors qualifié de « long-pass » ou
passe-haut (par exemple, 530LP) ;

— des filtres passe-bande placés devant les photo-
multiplicateurs effectuant une ultime sélection de la lon-
gueur d’onde des photons qui seront par la suite quantifiés.
Ces filtres transmettent seulement une certaine largeur de
bande passante de longueurs d’onde ; les autres photons
sont alors absorbés par ce filtre. Par exemple, un filtre
BP515/30 laisse passer tous les photons dont la longueur
d’onde est comprise entre 500 et 530 nm ;

— les photomultiplicateurs (PMT) permettant de
transformer les photons en électrons, c’est-a-dire transfor-
ment un signal lumineux en signal électrique quantifiable.
Les PMT sont constitués d'une dizaine de dynodes tra-
versées par un courant de haut voltage. L'interaction des



électrons avec cette succession de dynodes permet une
amplification du signal électrique. Lorsque l'utilisateur
regle la sensibilité de détection de 'appareil, il joue sur les
voltages appliqués aux PMT. Le signal électrique en sortie
de PMT est proportionnel a la quantité de photons qui y
sont entrés. Ce signal électrique est alors transmis vers l'in-
terface informatique de I'appareil qui traite le signal.

Interface informatique

L'objectif de ce paragraphe n’est pas de rentrer dans
les détails du traitement électronique du signal. Toutefois,
il est important d’évoquer le fait que les appareils de cyto-
métrie, tout comme les appareils photos, sont devenus
numériques depuis une dizaine d’années. Cette numérisa-
tion précoce offre un grand nombre d’avantages. Le signal
brut, en sortie de PMT, est directement enregistré par le
systeme informatique, les étapes de traitement de signal
comme le choix de I'échelle (linéaire ou logarithmique) ou
les compensations de fluorescence peuvent étre retouchés
en post-acquisition, alors que ce n’est pas le cas pour les
appareils de génération plus ancienne.

Différents types de marquages

La CMF permet de mettre en évidence des sous-po-
pulations cellulaires sur la base de marquages permettant
de discriminer plusieurs sous-types cellulaires entre eux.
Ces marquages révelent un phénotype particulier qui peut
étre l'expression de certains antigenes extracellulaires,
intracytoplasmiques, le contenu en ADN, la capacité de
dégrader ou d’éliminer certains colorants, I'expression de
protéines fluorescentes, ou encore le degré de polarisation
mitochondriale.

Anticorps

L’utilisation d’anticorps couplés a des fluorochromes
pour la détection d’antigenes membranaires représente la
tres grande majorité des applications de la CMF. Un large
choix de réactifs est proposé pour réaliser des marquages
multicouleurs (tableau 11-I), et il est maintenant courant
de réaliser des expérimentations avec six réactifs fluores-
cents simultanément. Cependant, il a été montré qu'il est

Tableau 11-I Principaux fluorochromes pouvant étre couplés a des anticorps utilisés en cytométrie en flux

Laser UV (350 nm)
Longueurs d’onde d’émission Fluorochromes
425-450 nm Alexa-Fluor® 350

Laser Violet (405 nm)

Longueurs d’onde d’émission Fluorochromes

Pacific Blue™, Alexa Fluor® 405, Cascade Blue®, eFluor® 450, VioBlue®, Brillant

Alexa Fluor® 430, AmCyan, VioGreen™, Pacific Orange™, Qdot® 655, Brillant Vio-

420-460 nm

Violet 421™
500-550 nm

let 510™, Krome Orange™
> 560 nm

Brillant Violet 570™, Brillant Violet 605™, Brillant Violet 650™, Brillant Violet

711™ Brillant Violet 785™

Laser Bleu (488 nm)

PE-Texas Red, PE-Alexa Fluor® 610, Qdot® 605
PerCP, PE-Cy5, PerCP-Cy5.5, PE-Cy5.5, PE-Alexa Fluor® 647, PerCP-eFluor® 710,

Longueurs d’'onde d’émission Fluorochromes
510-545 nm FITC, Alexa Fluor® 488
560-590 nm PE
600-650 nm
670-720 nm
PE-Dyomics 647, SpectralRed™
> 750 nm PE-Cy7, PE-Vio770™

Laser Rouge (633-635 nm)

Longueurs d’onde d’émission Fluorochromes

640-680 nm

> 730 nm
APC-Cy5.5

APC, Alexa Fluor® 647, eFluor® 660, Dyomics 647, DyLights® 647, Cy5
APC-Cy7, BD™ APC-H7, APC-eFluor® 780, APC-Vio770™, APC-AlexaFluor® 750,
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possible de réaliser des marquages avec 17 fluorochromes
différents (Perfetto et al., 2004).

Le marquage de cellules avec des anticorps doit étre
fait dans des conditions ot la concentration d’anticorps est
en large exces par rapport a la quantité d’antigene a détec-
ter. Les quantités de réactif préconisées par les fournisseurs
assurent a l'utilisateur de se trouver dans ces conditions de
marquage. Toutefois, une concentration trop importante
d’anticorps peut étre a l'origine d’'une augmentation du
bruit de fond. Il est recommandé de réaliser des titrages
d’anticorps afin de déterminer quelle est la concentration
de réactif qui permet d’avoir le meilleur rapport signal/
bruit dans des conditions de marquage prédéfinies (type
cellulaire, concentration cellulaire, température et durée
d’'incubation). Cette étape peut tres souvent aussi étre la
source d’économies importantes pour le laboratoire car
elle permet de diminuer la quantité de réactif utilisée par
marquage.

Les fluorochromes associés aux anticorps peuvent
avoir des poids moléculaires trés variables, comme l'iso-
thiocyanate de fluorescéine (FITC) qui est une petite molé-
cule (332,31 g/mol) ou l'allophycocyanine (APC) qui est
beaucoup plus imposante (104 000 g/mol). A titre de com-
paraison, un anticorps (IgG) a un poids moléculaire d’en-
viron 150 000 g/mol, ce qui signifie que le couplage de cet
anticorps avec I'un ou I'autre des deux fluorochromes cités
ci-dessus n’aura pas la méme incidence sur ses propriétés
de diffusion. Ainsi, il est généralement admis qu'’il convient
d’utiliser des anticorps couplés a des fluorochromes de
petite taille pour réaliser des marquages intracytoplas-
miques afin que les anticorps puissent facilement se lier a
leur cible dans un environnement ol regne un fort encom-
brement stérique. Toutefois, les différences de rendements
quantiques des fluorochromes sont aussi a prendre en
compte dans ce genre de situation.

Sondes

Certaines molécules chimiques peuvent avoir une
grande affinité pour certains composants de la cellule
et peuvent étre utilisées comme colorant fluorescent
pour mettre en évidence certaines cibles (tableau 11-II).
Contrairement a un marquage avec des anticorps, un mar-
quage avec une sonde ne doit généralement pas étre réalisé
avec un large exces de réactif. En effet, ce marquage doit
étre réalisé dans des conditions steechiométriques, c’est-
a-dire des conditions ot le nombre de molécules fluores-
centes est proportionnel a la quantité de molécules cibles.
Les conditions steechiométriques de marquage dépendent
de la concentration de sonde, du pH, de la force ionique
ou du niveau d’accessibilité des molécules cibles. Dans cer-
tains cas, comme pour le marquage des acides nucléiques,
une trop forte concentration de sonde peut étre a I'origine
d’une perte de stoechiométrie. Une trop forte concentration
de réactif peut étre aussi a 'origine d’'une augmentation
du marquage non spécifique, comme cela peut étre le cas
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Tableau 11-II Liste non exhaustive des sondes utili-
sables par cytométrie en flux en fonction de leur cible

Cibles Sondes fluorescentes

ADN Iodure de propidium
Hoechst
DAPI
7 amino-actinomycineD
TO-PRO 3

ARN Acridine Orange
Pyronine Y

Mitochondries DiOCg(3)

Rhodamine 123

JC-1

Mitotrackers

Nonyl Acridine Orange

Indicateurs d’ions SNARF (pH)
Indo-1 (Ca?*)

Fluo-4 (Ca%*)

CFSE
PKH 26, PKH 67
CellVue

Traceurs

dans des protocoles de marquage potentiel-dépendant des
mitochondries : pour des concentrations relativement éle-
vées de sondes, un marquage de la membrane plasmatique
apparait en plus du marquage des membranes mitochon-
driales. Enfin, il faut aussi considérer 'effet de ces sondes
sur la viabilité et la fonctionnalité cellulaire si le marquage
doit se faire sur des cellules vivantes. Bien souvent, des
sondes sont décrites comme étant « vitales », voire « supra-
vitales ». Ces termes indiquent seulement qu’elles influent
peu sur la viabilité des cellules durant un temps d’incuba-
tion court; toutefois, a long terme, elles entrainent bien
souvent des effets déléteres sur la viabilité ou sur la fonc-
tionnalité cellulaire. Par exemple, le marquage de cellules
avec du Hoechst 33342, ciblant les acides nucléiques, va
entrainer un blocage transitoire des cellules dans le cycle
cellulaire et modifier leur profil de différenciation (Steuer et
al., 1990 ; Tobey et al., 1990 ; Adamski et al., 2007).

Transfection

Le dernier type de fluorescence qu’il est courant d’ana-
lyser par cytométrie en flux est celui de cellules transfectées
par une protéine fluorescente. Les protéines fluorescentes
de type Green Fluorescent Protein (GFP) sont issues d'une
protéine de méduse et ont été dérivées de telle facon que
les nouvelles protéines mutées émettent a des longueurs
d’ondes variées. D’autres protéines fluorescentes ont aussi



été isolées a partir de corail. Ainsi, il est possible de trouver
des vecteurs de transfection pour des yellow fluorescent
protein, red fluorescent protein, cyan fluorescen protein,
blue florescent protein et bien d’autres... Ces transfections
peuvent avoir différents objectifs : la simple identification
d'un type cellulaire au sein d’'une population hétérogene,
I'étude de I'expression de genes, I'évaluation d’interactions
intermoléculaires, I'étude du cycle cellulaire... La cytomé-
trie en flux permet d’analyser 1’expression simultanée de
multiples protéines fluorescentes. Toutefois, les réglages de
I'appareil de cytométrie sont parfois délicats, notamment
le réglage des compensations (Telford et al., 2012).

Compensations de fluorescence

Les spectres de fluorescence des fluorochromes géné-
ralement utilisés sont relativement larges et asymétriques.
Ainsi, une partie de la fluorescence émise par une molé-
cule donnée peut étre détectée par d’autres photomultipli-
cateurs que celui dédié a la quantification du signal de ce
fluorochrome. Ce phénomene génére un signal de fluores-
cence non souhaité qui peut perturber I'interprétation des
résultats. Il est alors nécessaire de soustraire ce signal, c’est
le role du réglage des compensations. Ce présent chapitre
n’a pas pour objet de rentrer dans les détails de ce type de
réglages. Toutefois, il est important de savoir qu’ils doivent
étre réalisés d’'une maniere parfaitement rigoureuse pour
garantir des résultats de qualité (Roederer, 2001 ; Bayer et
al., 2007).

Interprétation des résultats

Régions et conditionnement des graphes

Pour chacune des fluorescences analysées, la cel-
lule se voit attribuer une valeur sur une échelle arbitraire.
Ainsi, il est possible de catégoriser des sous-populations
cellulaires en fonction de leurs intensités de fluorescence.
La représentation des résultats peut se faire sur des his-
togrammes monoparamétriques (figure 11-3A) figurant
la répartition d’'un nombre d’événements en fonction du
canal de fluorescence, ou sur des histogrammes biparamé-
triques ol les populations cellulaires sont visualisées sous
la forme de nuages de points (figure 11-3B).

1 est possible de délimiter des régions autour des
différentes populations cellulaires identifiées afin d’en
connaitre la représentativité, mais aussi de créer de nou-
veau graphes conditionnés sur une population choisie.
Ainsi, la population cellulaire préalablement sélectionnée
devient la population parente pour la détermination des
pourcentages des sous-populations présentes dans ce nou-
veau graphe.

Différentes stratégies existent pour organiser les
régions :

— une organisation hiérarchique ol les régions sont
établies en cascade. Il y a alors des populations de parents,
de grands-parents, d’arriere-grands-parents... ;

— une organisation booléenne ou les régions se
trouvent sur un méme niveau hiérarchique, mais elles sont
combinées grace a des opérateurs logiques « and », « or »,
« not», « and not » ou « or not » ;

— avec une approche globale ot tous les phénotypes
possibles sont analysés.

Aucune de ces stratégies n’est meilleure qu’une autre.
Chacune s’applique dans des situations ol I'interprétation
des données nécessite une logique de combinaison de
régions particulieres.

Pourcentages

Des la création de la cytométrie en flux, les résultats
ont été donnés sous la forme de pourcentages indiquant
la représentativité d'une sous-population par rapport a
une solution parente. Il est important de bien prendre en
compte que, pour la rigueur des résultats, ces deux entités
doivent étre parfaitement définies. Généralement, |'utili-
sateur s’applique a tracer avec précision la région permet-
tant de définir sa population d’intérét, mais le pourcentage
donné ne sera juste que si la population parente a bien été
définie, elle aussi. Ainsi, il est nécessaire de bien éliminer de
cette population parente tous les événements pouvant étre
a l'origine d’artefacts ou n’étant pas des cellules : les dou-
blets, les débris, les cellules mortes (Kuonen et al., 2010).

La mesure de pourcentages est assujettie a une incer-
titude qui dépend directement du nombre de cellules ana-
lysées. Cette incertitude peut étre calculée grace a la loi de
Poisson ou elle est représentée par un coefficient de varia-
tion. Il est communément accepté qu’en biologie, ce coeffi-
cient de variation doive étre inférieur a 5 %, ainsi le nombre
minimal de cellules d’intérét a analyser est de 400. Cette
incertitude peut paraitre encore €levée ; et si ’expérimen-
tateur souhaite avoir un coefficient de variation de 1 %, il
lui faudra alors analyser 10 000 cellules d’intérét. Dans ces
deux exemples, le nombre d’événements total a enregistrer
n’est pas celui indiqué. 1l faut relativiser ce nombre par rap-
port au pourcentage représenté par la population d’intérét.
Dans ces deux cas, si la population d’intérét représente 4 %
du total, il faudra analyser un total de 10 000 cellules pour
avoir un coefficient de variation de 5 % et 250 000 cellules
pour un coefficient de variation de 1 %.

Valeurs absolues

Il est parfois intéressant d’exprimer les résultats
en valeur absolue (en nombre de cellules par unité de
volume) plutdt qu’en pourcentage. Différentes stratégies
permettent d’arriver a ce type de résultat selon I'appareil a
la disposition de I'expérimentateur. En effet, certains appa-
reils ont la possibilité de mesurer précisément le volume
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Figure 11-3 Différentes
représentations possibles des données
de cytométrie : (A) histogramme
monoparamétrique, (B) histogrammes
biparamétriques selon différents
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d’échantillon aspiré et ainsi de pouvoir rendre des résultats
en valeur absolue. Pour les appareils n’étant pas équipés de
ce module, il est possible de mélanger volume a volume des
billes fluorescentes de concentration connue (billes pour
compte absolu), puis, soit par un produit en croix soit grace
a un module intégré, il est possible d’obtenir des résultats
en concentration cellulaire.

Intensités de fluorescence

Pour certaines applications, les variations d’inten-
sité de fluorescence peuvent présenter un intérét tout

158 PARTIEII TECHNIQUES ET METHODES

0 10° 10% 104 10° 0 10? 10° 10* 10°
cD27 cb27
10° 5
10% 5 .
~
a
0108 4
102 4
0=
T Ll B AR BRI R B ALY
10° 0 102 10° 10* 10°
cD27

particulier, pour suivre le niveau d’expression d'un anti-
gene, pour observer de fines variations de polarisation
mitochondriale, de pH intracytoplasmique, de concentra-
tion ionique...

Les appareils de cytométrie en flux permettent de
mesurer différents parametres relatifs a l'intensité de
fluorescence. Toutefois, ces valeurs sont données avec une
unité arbitraire car lintensité de fluorescence mesurée
dépend de nombreux parametres dont la configuration du
banc optique, le pH ou le voltage appliqué sur le photo-
multiplicateur. Ainsi, il est possible de mesurer la moyenne
arithmétique, le mode, la moyenne géométrique, et la



médiane. Ces deux dernieres valeurs sont préférentielle-
ment utilisées pour déterminer une MFI (Mean or Median
Fluorescence Intensity) car elles sont moins sensibles aux
valeurs extrémes.

Afin de savoir si une différence existe entre deux
valeurs d’intensité de fluorescence mesurée, le calcul d'un
RFI (Relative Fluorescence Intensity) peut étre réalisé. Il est
calculé grace au rapport :

MEFI de I'échantillon/MFI du témoin

Il est considéré que, si ce RFI est supérieur a 1,5, une
différence existe, bien que cela ne repose sur aucune loi
statistique. Des tests statistiques existent pour mettre en
évidence une différence significative entre deux intensités
de fluorescence. Ce sont les tests de Kolmogorov-Smirnov
et du Chi(T) qu'il est possible de réaliser grace a certains
logiciels spécialisés dans l'interprétation des données de
cytométrie (Cox et al., 1988 ; Roederer et Hardy, 2001).
Toutefois, il peut étre bon de rappeler qu'une différence
significative entre deux échantillons ne traduit pas forcé-
ment un effet biologique.

Afin de déterminer la quantité d’antigénes exprimée
par des cellules, il est possible de réaliser des calibrations
al’aide de billes spécifiques a cette application. Différentes
stratégies existent a partir de billes recouvertes ou impré-
gnées de quantités connues de fluorochromes (Gratama et
al., 1998 ; Lavabre-Bertrand, 2006). Ces billes permettent
d’établir une courbe étalon faisant la relation entre l'inten-
sité de fluorescence et la concentration antigénique. Des
logiciels permettent alors de transformer automatique-
ment l'unité arbitraire de fluorescence en concentration
antigénique.

Applications

Dans ce chapitre, nous aborderons uniquement les
applications de la cytométrie en flux qui sont les plus uti-
lisées dans le domaine de la culture cellulaire, c’est-a-dire
hors des phénotypages d’échantillons de type hématolo-
gique ou immunologique qui représentent le pan le plus
large des applications de la cytométrie.

Caractérisation phénotypique
de sous-populations présentes

Cette application est la plus classique des applica-
tions de cytométrie. Elle est basée sur 'analyse phénoty-
pique des cellules. Lorsque des cellules cultivées in vitro
ont des caractéristiques hétérogenes, la cytométrie en flux
permet de mettre en évidence cette hétérogénéité en révé-
lant la présence de différentes sous-populations sur la base
de I'expression d’antigenes membranaires ou intracellu-
laires. Il est alors possible de connaitre le pourcentage ou la
concentration cellulaire de chacune des sous-populations
identifiées. Ce type d’application permet, par exemple, de

suivre les étapes de différenciation de cellules cultivées,
que ce soit a partir de cultures primaires (De Smedt et al.,
2011) ou a partir de cellules immortalisées (Liu et al., 2004).
Le champ d’application de la caractérisation de différentes
sous-populations présentes n’est, bien entendu, pas limité
al’étude de la différenciation, et de trées nombreuses autres
études sont possibles.

Mesure d’'une intensité de fluorescence

A travers la mesure d'une intensité moyenne de
fluorescence, il est aussi possible d’obtenir différents résul-
tats a partir de cellules cultivées in vitro. Cela permet, par
exemple, apres marquage intracellulaire, de déterminer le
niveau de synthese d'une cytokine (Shooshtari et al., 2010).
Cette logique peut, bien str, étre appliquée a d’autres
molécules synthétisées par les cellules a condition qu’elles
soient fluorescentes ou qu’elles puissent étre mises en
évidence grace a un marqueur fluorescent. Dans certains
cas, il est nécessaire de bloquer la sécrétion ou I'exocytose
qui peuvent fausser l'interprétation, afin que le niveau de
fluorescence mesurée soit bien proportionnel au niveau de
synthese.

La mesure d'une intensité de fluorescence permet
aussi de déterminer le niveau de différenciation de certains
types cellulaires. Les cellules souches hématopoiétiques
CD34+ isolées a partir de moelle osseuse peuvent étre
cultivées in vitro. Le suivi de I'intensité d’expression de cet
antigene grace a un marquage immunofluorescent permet
de suivre le processus de différenciation qui se traduit par
une diminution de I'expression du CD34 (Wu et al., 2001).
Cela permet, par exemple, d’évaluer I'effet de facteurs de
croissance sur ce processus de différenciation.

Etude de la viabilité, de la mort cellulaire

Différents types de mort cellulaire sont décrits
(Galluzzi et al., 2012). Toutefois, dans le domaine de la
cytométrie en flux, seuls trois types de mort cellulaire sont
classiquement caractérisés : la nécrose, I'apoptose et la
sénescence. Brievement, la nécrose est le résultat d’'une
toxicité directe d’'un agent chimique ou physique qui se
traduit par une augmentation du volume cellulaire, une
altération des organites cellulaires et une rupture de la
membrane conduisant a la lyse des cellules. L’apoptose est
un mode de mort ol la cellule intervient dans sa propre
destruction, caractérisée par une réduction du volume cel-
lulaire, une condensation de la chromatine, une fragmen-
tation nucléaire, le maintien de l'intégrité membranaire
jusqu’aux étapes finales du processus de mort qui conduit
a la formation des corps apoptotiques. La sénescence
non réplicative est caractérisée par l'arrét irréversible de
'activité de prolifération, mais un grand nombre de fonc-
tions cellulaires sont maintenues (adhérence, sécrétion,
activité métabolique...). Ce n’est qu’apres une période de
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quelques semaines a quelques mois que la cellule entame
les étapes finales de sa mort.

La caractérisation et la quantification des cellules
viables dans une culture sont tres largement utilisées lors
de tests de toxicité, de cytotoxicité, lors de I'évaluation de la
bonne santé des cellules apres expansion ou lors du test de
nouvelles conditions de culture. Au-dela de ces quelques
applications, il est recommandé de réaliser un marquage
permettant d’identifier les cellules viables des lors que des
analyses sont réalisées sur des cellules fraiches car les cel-
lules mortes ou moribondes peuvent fixer non spécifique-
ment des anticorps couplés a des fluorochromes et étre la
source de faux positifs. Les marquages de viabilité sont tres
généralement basés sur la mise en évidence de la perte de

I'intégrité membranaire des cellules mortes. Le principe
repose sur l'utilisation d’'une molécule fluorescente ayant
une cible intracellulaire (tableau 11-III); la membrane
des cellules viables étant integre et la membrane des cel-
lules mortes étant altérée, un différentiel de marquage
entre ces deux populations peut étre observé.

La cytométrie en flux permet aussi la caractérisation
des cellules apoptotiques; de nombreuses techniques
existent pour mettre ces cellules en évidence (Vermes et al.,
2000 ; Wlodkowic et al., 2010). Ces techniques s’appuient
sur des modifications phénotypiques ou fonctionnelles
apparaissant lors du processus de mort (tableau 11-1V).

L’étude des phénomenes d’apoptose doit bien prendre
en considération I'aspect dynamique de la mort cellulaire.

Tableau 11-III Principales molécules fluorescentes utilisées pour les tests de viabilité par cytométrie en flux

Sonde Excitation Emission Remarques
DAPI uv 461
Hoechst 33 258 uv 461

Iodure de propidium UV, Bleu 617

Homodimere-1 d’éthidium UV, Bleu 617

7-aminoactinomycineD Bleu 647

Calcéine AM Bleu 517

Calcéine Blue AM uv 435

Calcéine Violet AM Violet 452

Sytox Blue Violet 470

Sytox Red Rouge 658

Sytox Green Bleu 523

YO-PRO 1 Bleu 509

PO-PRO 1 Violet 465

TO-PRO 3 Rouge 661

LIVE/DEAD® Fixable uv 450

Dead Cell Stain Kits Violet 451 o1 526
Bleu 520 ou 615
Rouge 665 ou 775

Fixable Viability Dye eFluor® Violet 450 ou 506
Rouge 660 ou 780

BD Horizon Fixable Viability Violet 450

Stain 450

Spectre d’émission tres large qui limite son emploi dans
des protocoles multicouleurs

Idem Iodure de propidium

Spectre décalé dans le rouge par rapport a I'iodure de pro-
pidium, compatible avec I’emploi de la phycoérithrine

Reste séquestré par les cellules vivantes qui deviennent
fluorescentes, les cellules mortes sont non-marquées

L’échantillon peut étre fixé apres marquage avec ce réactif

L’échantillon peut étre fixé apres marquage avec ce réactif

L’échantillon peut étre fixé apres marquage avec ce réactif
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Tableau 11-IV  Principales techniques utilisées pour caractériser les cellules apoptotiques par cytométrie en flux

Evenement cellulaire

Techniques

Remarques

Activation des caspases

Dépolarisation mitochon-
driale

Inhibiteurs de caspases couplés a des fluo-
rochromes

Marquage des mitochondries avec des mo-
lécules fluorescentes lipophiles cationiques
permettant de mettre en évidence des varia-
tions du niveau de polarisation mitochon-

Existe sous la forme de différents kits, spé-
cifiques d’'une seule caspase, ou permettant
de mettre en évidence l'activation d’un en-
semble de caspases

Différents marqueurs sont disponibles: le
DiOCq4(3), le JC-1, le MitoTracker Red, la
rhodamine 123, le TMRM

driale

Externalisation de la
phosphatidylsérine

Marquage avec 'annexine V

Fragmentation de 'ADN Détection du pic sub-G1,

technique TUNEL

L’annexine V peut étre couplée a différents
fluorochromes. Sa liaison avec la phos-
phatylsérine ne peut se faire qu’en présence
de Ca®*. Le décollement de cellules adhé-
rentes peut étre a 'origine de 'apparition de
faux-positifs

Se pratique sur des cellules fixées, permet le
stockage des cellules avant leur analyse

Chacune de ces techniques s’appuie sur un processus cel-
lulaire qui n’apparait pas au méme temps que les autres.
C’est pourquoi, il n’est pas recommandé de présenter des
résultats en « pourcentage de cellules apoptotiques », mais
en « pourcentage de cellules positives pour 'annexine V »
par exemple, car les résultats obtenus avec chacune de ces
techniques ne sont pas comparables entre eux (Galluzzi et
al., 2009).

La détection de cellules sénescentes par cytométrie
en flux repose sur la mise en évidence de 'expression de
la SA-B-galactosidase, une enzyme exprimée spécifique-
ment par les cellules en sénescence non réplicative grace
a un substrat fluorogene de cette molécule (Zhao et al.,
2010 ; Cho et Hwang, 2011 ; Bordoni et al., 2012). Le niveau
d’expression de cette enzyme peut devenir détectable seu-
lement quelques jours apres le stress a 'origine de I'induc-
tion de la sénescence.

Quel que soit le mode de mort cellulaire étudié, il est
important de rappeler que ces processus sont dynamiques
et que, bien souvent, la caractérisation des phénomenes
impliqués est plus fiable lors d'une étude en cinétique.

Cycle cellulaire et prolifération

Grace a 'analyse du contenu en ADN des cellules, il
est possible de connaitre leur répartition dans les diffé-
rentes phases du cycle cellulaire (2n chromosomes : phases
Gy/Gy, 4n chromosomes : G,/M, compris entre 2n et 4n :
phase S). Classiquement, le cycle cellulaire est représenté
sur un histogramme monoparamétrique ou il est pos-
sible d’identifier les pics correspondant a ces différentes
phases (figure 11-4). La difficulté principale est de réaliser

une discrimination précise de ces différents pics afin de
connaitre avec précision la répartition des cellules dans les
phases du cycle (Ronot et al., 2010). Cette discrimination
est d’autant plus aisée que les pics sont fins, c’est-a-dire
que le coefficient de variation est le plus petit possible. Les
facteurs influencant ce parametre sont le débit cellulaire, la
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Figure 11-4 Représentation en histogramme
monoparamétrique du contenu en ADN d’une population
cellulaire pour I'étude du cycle cellulaire et ses différentes
phases: Gy/Gy, S et G,/M.
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