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NOUVELLE

La couleur du métal

Bréve introduction a la cytométrie

de masse

Antonio Cosma, Roger Le Grand

> La réponse immune résulte de I'action
concertée de partenaires cellulaires et
moléculaires multiples. Le but ultime de
ces interactions complexes est de défen-
dre ’organisme vis-a-vis d’une intrusion
par des pathogénes ou d’un développe-
ment tumoral. Diverses approches sont
a la disposition des immunologistes pour
appréhender I’extraordinaire complexité
du systeme immunitaire. D’une maniére
générale, les technologies permettant la
caractérisation des molécules associées
a une cellule, ou produites par celle-ci,
se répartissent en deux catégories : cel-
les qui analysent un ensemble (bulk)
de cellules et celles qui analysent les
cellules individuellement. 'analyse en
bulk n’offre qu’une valeur moyenne du
parametre mesuré pour la population
cellulaire étudiée, méme lorsque cette
derniére est hétérogéne. Les caracté-
ristiques individuelles de chaque cellule
sont ainsi perdues. Ces méthodes ont
cependant I"avantage d’une meilleure
sensibilité puisque la molécule d’intérét
est produite par de nombreuses cellules
et donc présente en plus grande quan-
tité dans le milieu analysé. Cependant,
« lorsque ['on mesure une moyenne de
différentes cellules, on n’obtient qu’une
réponse moyenne » selon le chimiste
Renato Zenobi de I’Institut fédéral suisse
de technologie & Zurich [1]. Autre-
ment dit, seule I'analyse du contenu de
chaque cellule prise individuellement
permet d’établir le lien formel entre le
produit et le type cellulaire étudié. Le
niveau de résolution de I’information
acquise est ainsi bien meilleur et permet
d’appréhender les interactions au sein
de populations cellulaires hétérogenes
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et complexes. Une conséquence évidente
de ces approches est I'accroissement
exponentiel de la quantité de données,
qui requiert de puissantes capacités
d’analyse.

La cytométrie en flux

et le décryptage des sous-populations

de cellules immunes

L'une des méthodes classiques permet-
tant I'analyse de cellules individuelles
est la cytométrie en flux (Figure 1). Les
cellules, ou d’une maniére plus générale,
les particules étudiées, se déplacent
dans un flux liquidien qui les sépare et
qui traverse un rayon laser. Pour chaque
cellule/particule, la lumiere est dif-
fractée dans différentes directions : la

lumiére transmise en aval (dite diffrac-
tion aux petits angles) est utilisée pour
estimer la taille de la cellule ; la lumiéere
diffractée a 90° du rayon laser incident
permet d’estimer la granulosité de la
cellule et I'intensité de sa fluorescence.
En effet, les cellules sont, en général,
marquées spécifiquement par un fluo-
rochrome couplé a un anticorps ou a
tout autre ligand spécifique du facteur
étudié. Le fluorochrome est typiquement
excité par une longueur d’onde détermi-
née, la lumiére réémise passe au travers
de filtres optiques et est captée par des
détecteurs spécifiques (Figure 1). Selon
les caractéristique de chaque appa-
reil, diverses fluorescences (souvent
désignées par des « couleurs ») émises
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Figure 1. Principe de la cytométrie de flux. A noter que le spectre d’émission du fluorochrome vert

« bave » sur le spectre d’émission du fluorochrome rouge. Le détecteur 1 destiné a la détection

du fluorochrome rouge détecte partiellement I’émission du fluorochrome vert.
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par une seule cellule sont détectables
simultanément. La cytométrie en flux
permet une analyse a haut débit puisque
les appareils les plus modernes peuvent
analyser entre 10 000 et 20 000 cellules
par seconde.

Ces propriétés expliquent que la cyto-
métrie en flux soit I'une des technolo-
gies parmi les plus utilisées en immu-
nologie. Elle a contribué a ce jour a la
mise en évidence d’une multitude de
cellules du systeme immunitaire, de
leur réle physiologique ou en pathologie
[2]. €n 1969, elle a permis I'isolement
des plasmocytes produisant les anti-
corps [3] et, en 1982, la caractérisation
des cellules exprimant différents types
d’immunoglobulines [4]. La pertinence
clinique de cette technologie est illus-
trée par la quantification en routine des
lymphocytes T CD4" circulants pour le
suivi de I’évolution des patients infectés
par le VIH (virus de I'immunodéficience
humaine) et I’évaluation de I'efficacité
des traitements du Sida [5]. Toujours
dans ce domaine, elle a contribué a
Iidentification de cellules T CD8* matu-
res spécifiques du VIH définissant le
phénotype des patients « asymptoma-
tiques a long terme » ou HIV controllers
en I"absence d’un traitement antiré-
troviral [6]. Ces mémes cellules CD8"
matures correlent avec la protection
de 'infection chez les primates non
humains vaccinés par un cytomégalovi-
rus recombinant exprimant les protéines
du VIH [7]. Enfin, dans le domaine de
la vaccinologie, la cytométrie en flux
remplace progressivement les méthodes
classiques d’exploration de la réponse
immune induite, comme les ELISpot [8].
L'intérét croissant pour la cytométrie en
flux est lié a la capacité d’étudier des
parametres multiples sur des millions de
cellules analysées individuellement.

Toute médaille a son revers

Cependant, toute technologie a ses
limites et I’exploration du systeme
immunitaire dans sa grande complexité
nécessite I’étude simultanée d’un nom-
bre croissant de parameétres. L'une des
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contraintes majeures de la cytomé-
trie en flux basée sur les technologies
lasers est le nombre restreint de fluo-
rochromes et le nombre fini de lon-
gueurs d’ondes possibles [9]. De plus,
il est nécessaire d’utiliser des longueurs
d’ondes d’excitation distinctes pour
chaque fluorochrome, ce qui implique
d’équiper les instruments de plusieurs
lasers fonctionnant simultanément. Par
ailleurs, le spectre d’émission de cha-
que fluorochrome peut étre large, ce
qui entraine des recouvrements dans la
détection de la lumiere émise lorsque
plusieurs marqueurs (et donc plusieurs
fluorochromes) sont analysés sur une
méme cellule [10]. Pour résoudre ce
probléme, les données brutes mesurées
par les détecteurs sont traitées par
un algorithme complexe qui corrige le
signal obtenu par le détecteur dédié a
un fluorochrome donné en soustrayant
les détections parasites (compensation)
[10]. Le traitement informatique crée
des distorsions dans les mesures géné-
rées. Cette compensation nécessaire
entraine une diminution importante de
la sensibilité de détection et oblige
a multiplier le nombre d’échantillons
témoins testés [11]. Les quelques labo-
ratoires équipés des instruments les plus
sophistiqués peuvent détecter un maxi-
mum de 18 a 20 parametres par cellule.
€n régle générale, les machines les plus
utilisées aujourd’hui offrent une capa-
cité d’analyse de 6 a 10 parametres.
€Enfin, les fluorochromes disponibles sont
de composition chimique diverse, ce qui
crée une variabilité : des données dif-
férentes peuvent étre obtenues pour un
méme parameétre s’il est étudié a I'aide
d’un méme anticorps spécifique mais
couplé a des fluorochromes différents.

De I’explosion chromatique

de la cytométrie en flux au monde

en gris de la cytométrie de masse

Les nouvelles approches par cytométrie
de masse permettent de s’affranchir
d’un grand nombre des limites de la
cytométrie basée sur l'utilisation des
lasers. L'innovation vient de I’utilisation

d’un nouveau type de marqueur et de
systemes de détection non optiques
basés sur la spectrométrie de masse
[12]. Les anticorps, ou tout autre ligand
utilisé pour marquer la cellule, sont cou-
plés a un métal, plus précisément a des
isotopes de transition, qui ne sont pas
naturellement présents dans les produits
biologiques. Ces conjugués sont utilisés
comme dans toute autre méthode de
cytométrie. Les cellules marquées et
individualisées par le flux de liquide
dans lequel elles baignent sont vapori-
sées et introduites une a une dans une
chambre a plasma (ICP) ou elles sont
atomisées et ionisées (Figure 2). Chaque
cellule génere ainsi un nuage d’ions
dont le temps de vol (TOF) est analysé
par spectrométrie de masse (MS) [16].
Puisque le métal couplé a chaque anti-
corps nest pas un produit naturel de la
cellule, la signature de chaque métal est
ainsi spécifique du marqueur cellulaire
identifié. L'avantage majeur de cette
technologie est I"absence de recouvre-
ment des signaux obtenus pour chaque
métal dans les différents canaux de
détection. En effet, chaque métal pro-
duit un signal unique qui est fonction de
son poids moléculaire. Il est aujourd’hui
possible de détecter des métaux dont
le poids moléculaire varie de 125 a 215
kilodaltons. Prés de 60 métaux peuvent
ainsi étre détectés simultanément [13].
A Pinverse des technologies utilisant
les lasers, les propriétés chimiques des
différents métaux utilisés sont trés pro-
ches et n’interferent pas avec la qualité
du couplage. Enfin, I'utilisation de la
spectrométrie de masse permet une
quantification directe et absolue, sans
traitement intermédiaire des données
brutes.

Récemment, Bendall et al [14] ont uti-
lisé cette approche de cytométrie de
masse pour étudier 34 parametres a
partir de cellules saines isolées de la
moelle osseuse humaine. l'analyse com-
binée de marqueurs membranaires et
de facteurs intracellulaires a permis
une caractérisation fine des capacités
de signalisation des différentes lignées
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