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RÉSUMÉ 

 

Le suivi des changements dans les populations de cellules immunitaires tels que les 

lymphocytes, monocytes et cellules dendritiques (DC) au cours de maladies 

infectieuses comme le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) chez l’homme ou son 

équivalent chez le singe (VIS) est crucial. Grâce aux récentes avancées technologiques 

en cytométrie en flux, il est maintenant possible de mesurer et d’analyser 

simultanément jusqu'à 14 paramètres individuels à l’échelon cellulaire.  

L'objectif de ce travail consiste en la mise au point de 2 panels multicouleurs de 12 

anticorps permettant d'analyser simultanément les principales populations de cellules 

immunitaires, respectivement chez l’humain et le macaque rhésus. Au terme de ce 

travail, il est maintenant possible de mesurer précisément tous les principaux acteurs 

du système immunitaire, à savoir les lymphocytes T CD4+ et T CD8+, les lymphocytes 

B, les cellules NK et NKT, les sous-populations de monocytes, et toutes les sous-

populations de cellules dendritiques connues à ce jour, en utilisant une approche 

multiparamétrique de cytométrie en flux. Ce protocole d’analyse est réalisé sur du sang 

total, il est rapide, il n’implique pas de technique d’isolation cellulaire, et requiert une 

quantité minimum de sang. De plus, l’analyse de chaque population cellulaire est plus 

précise grâce à une contamination minimum entre les populations séparées.  

L’intérêt de ce travail est d’étudier les interactions entre les différentes populations de 

cellules immunitaires durant l’infection par VIH chez l’homme, ou VIS chez le singe ou 

potentiellement d‘autres maladies, et en particulier de mieux comprendre le rôle 

important que les cellules dendritiques jouent dans la progression de ces maladies.  

 

 

Mots-clés : Cytométrie en flux multiparamétrique, lymphocyte, monocyte, cellule dendritique, 

singe rhésus, immunophénotypage. 
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ABSTRACT 

 

Monitoring changes in immune cell populations such as lymphocytes, monocytes and 

dendritic cells (DC) during infectious diseases like human immunodeficiency virus (HIV) 

or its counterpart in rhesus monkeys (SIV) is crucial. Thanks to recent technological 

advances in flow cytometry, it is now possible to measure and analyze simultaneously 

up to 14 individual parameters at the single cell level. 

The goal of this work is to develop 2 multicolor flow cytometry panels comprising of 12 

antibodies, allowing measuring simultaneously the main immune cells population, 

respectively in humans and rhesus monkeys. After 2 years of development and 

optimization, we can now measure precisely all the main actors of the immune system, 

that is CD4+ and CD8+ T lymphocytes, B lymphocytes, NK and NKT cells, the 3 

monocyte subsets, and all the dendritic cell subsets known today, by using a multicolor 

flow cytometry approach. This assay is done on whole blood, it is rapid to do, it does not 

involve a cell isolation technique, and it requires only a minimum amount of blood. 

Moreover, the analysis of each population is much more precise because of a minimum 

contamination between different cell populations.  

The advantage of this work is to study interactions between different cell populations of 

immune cells during HIV infection in humans, or SIV infection in monkeys, or potentially 

other diseases, and in particular to better understand the important role that dendritic 

cells might play in disease progression.  

 

 

 

Key-words : Muliparameter flow cytometry, lymphocyte, monocyte, dendritic cell, rhesus 

monkey, immunophenotyping, 
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INTRODUCTION 

  

I – VIH ET SYSTÈME IMMUNITAIRE 

 I.1 – Introduction : vers un retour aux « fondamentaux » ? 

Le système immunitaire est composé de nombreux types de cellules dépendants les 

unes des autres et qui, ensembles, protègent le corps humain contre les infections 

bactériennes, parasitaires, fongiques, virales et empêchent la croissance des cellules 

tumorales. La plupart de ces cellules ont des fonctions spécialisées. Les cellules du 

système immunitaire peuvent “digérer” des bactéries, tuer des parasites ou des cellules 

tumorales, ainsi que tuer des cellules infectées par des virus (Delves and Roitt, 2000a). 

Souvent, ces cellules sont dépendantes d’une population cellulaire particulière appelée 

lymphocyte T auxiliaire ou T CD4+, qui sécrètent des signaux d'activations sous forme 

de molécules appelées cytokines, ou interleukines (Delves and Roitt, 2000b). 

L’importance cruciale de cette population de lymphocytes T CD4+ dans le système 

immunitaire a été malheureusement mise en évidence grâce, ou à cause de la 

pandémie de SIDA (McCune, 2001). En effet, le virus VIH, responsable de cette 

pandémie, a pour cible directe les cellules exprimant le récepteur CD4 à leur surface, 

comprenant majoritairement les lymphocytes T CD4+, mais aussi les 

monocytes/macrophages et les cellules dendritiques (Stevenson, 2003). Au fur et à 

mesure que le nombre de lymphocytes T CD4+ décroît durant l’infection par VIH, c’est 

tout le système immunitaire qui s’effondre et entraîne la susceptibilité à d’autres 

infections opportunistes, et éventuellement à la mort du patient (Forsman and Weiss, 
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2008). Ces dernières années ont montré un effort très important de la recherche pour la 

mise au point d’un vaccin, malheureusement sans succès et avec même de 

retentissants échecs (Ledford, 2008b; Ledford, 2008a; Butler, 2009). Depuis, de 

nombreuses voix s’élèvent pour demander une meilleure distribution de l’argent et un 

retour à la recherche fondamentale, afin de mieux comprendre les interactions entre les 

cellules du système immunitaire (Virgin and Walker; Cohen, 2008). Une telle 

compréhension pourrait aider à expliquer l'origine des déficits immunitaires, que ce soit 

dûe au virus VIH ou à d’autres maladies, et permettrait d’enrayer ou au moins 

d’atténuer  les effets sur le système immunitaire dans son ensemble. 

 

I.2 –  VIH : un virus particulier 

 I.2.1 – Historique de l’épidémie 

La description des premiers cas de SIDA en 1981 (Friedman-Kien, 1981; Gottlieb et al., 

1981a; Gottlieb et al., 1981b) et l’identification du virus VIH-1 en 1983 (Barre-Sinoussi 

et al., 1983; Gelmann et al., 1983) marquent le début de la pandémie de SIDA. 

Aujourd’hui, le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) est une des causes 

majeures de décès dans le monde. Depuis le début de l’épidémie, plus de 60 millions 

de personnes ont été infectées par le VIH et 25 millions de personnes sont décédées 

de causes liées au VIH (www.unaids.org). Les pays les plus affectés par le SIDA sont 

localisés dans l’Afrique Sub-saharienne, qui contient plus de 60% de toutes les 

personnes infectées par VIH (Figure 1). 
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Figure 1 : Adultes et enfants vivant avec le VIH, estimation en 2008 (www.unaids.org). 

 

Pour l’année 2008, près de 2 millions de personnes sont mortes du SIDA (Figure 2).  

 

Figure 2 : Estimation du nombre de décès par SIDA chez l’adulte et l’enfant en 2008 
(www.unaids.org). 
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Malgré l’introduction de la thérapie antivirale en 1986, l’effet sur la mortalité a été 

modeste jusqu'à l’apparition des inhibiteurs de protéases et le traitement par trithérapie 

(Egger et al., 1997; Mocroft et al., 1998; Palella et al., 1998). A partir de ce moment-là, 

la morbidité et la mortalité parmi les patients infectées par le VIH ayant accès à la 

trithérapie a fortement diminué (Mocroft et al., 2003; 2008; Klimas et al., 2008). 

 

I.2.2 – Cycle de réplication du VIH 

Le VIH est un lentivirus, une sous-famille des rétrovirus. Les lentivirus causent une 

maladie lente et dégénérative consistant en 3 phases : une infection aigüe, une plus ou 

moins longue période de latence, enfin une progression de la maladie (Tang et al., 

1999). Le cycle de réplication du virus est caractérisé par la « reverse transcription » de 

l’ARN viral en ADN dans le cytoplasme de la cellule infectée. Le virus VIH, par 

l’intermédiaire de sa glycoprotéine gp120, entre en contact avec une protéine CD4 de la 

cellule cible ainsi qu’un corécepteur (CCR5 ou CXCR4). Cette interaction entraîne la 

fusion des membranes cellulaire et virale, suivie par la libération de l’ARN viral dans le 

cytoplasme. L’ARN viral est transcrit en ADN, qui est ensuite intégré dans l’ADN du 

noyau de la cellule hôte. L’intégration de l’ADN viral a lieu en dehors de toute synthèse 

d’ADN par la cellule. Une cellule au repos peut donc être infectée au même titre qu’une 

cellule activée. Enfin, l’ADN viral intégré au noyau est transcrit en ARN pour la synthèse 

des protéines virales et la constitution du génome viral. Les protéines de structure 

virales et 2 copies du génome viral s’assemblent pour former un virion, qui 

« bourgeonne » et finit par se détacher de la cellule (Gomez and Hope, 2005). Un 

schéma du cycle de réplication du VIH est représenté dans la Figure 3.  
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Figure 3 : Cycle de réplication du VIH (d’après www.nwabr.org/education)  

 

I.2.3 – Immunopathologie du SIDA 

Bien que chaque individu puisse réagir différemment face à l’infection par le VIH, la 

progression de la maladie suit en général trois phases bien distinctes : l’infection 

primaire, la phase de latence clinique, et le SIDA proprement dit (Figure 4) (Pantaleo et 

al., 1993). Jusqu'à récemment, le SIDA était vu comme une infection chronique avec 

une dégradation lente du système immunitaire, dûe à la destruction progressive des 

lymphocytes T auxiliaire CD4+ et à l’incapacité pour la réponse immunitaire d’éliminer 

complètement le virus (Pantaleo and Fauci, 1996). 
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Figure 4 : Représentation schématique de la progression de l’infection par VIH (d’après 
Fauci et al, Ann Intern Med, 1996)  

 

Cependant, de récentes études ont montré que les singes infectés par VIS perdent 

presque entièrement leur réservoir de lymphocytes T CD4+ mémoires (exprimant 

CCR5) de la muqueuse intestinale dès les 1ers jours de l’infection (Veazey et al., 1998; 

Mattapallil et al., 2005), et ce pendant toute la durée de l’infection. Ces observations 

chez le singe ont été depuis confirmées chez l’homme (Brenchley et al., 2004; 

Mehandru et al., 2004). Il semblerait donc que le SIDA soit en fait « 2 infections en 1 » : 

une 1ère infection massive pendant la phase aigüe dans laquelle le virus détruit le 

compartiment des lymphocytes T CD4+ mémoires, suivi d’une infection chronique qui 
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voit une perte progressive des lymphocytes T CD4+ restants dûe à la persistance d’une 

activation immunitaire et un insuffisant remplacement des cellules perdues (Picker and 

Watkins, 2005; Levy, 2009). Au regard de cette infection massive durant la phase 

aigüe, il est clair que la réponse immunitaire innée, constituée par les cellules NK et 

NKT, les cellules dendritiques activées, et des cytokines antivirales élevées telles que 

l’interféron, ne remplit pas complètement son rôle (McMichael et al.; Borrow and 

Bhardwaj, 2008). De plus, la réponse immunitaire acquise qui suit, constituée des 

lymphocytes T CD8+ et de la production d’anticorps neutralisant par les lymphocytes B, 

n’arrive pas à contrôler l’infection bien que semblant être forte au début (McMichael and 

Rowland-Jones, 2001; Willey and Aasa-Chapman, 2008). Enfin, l’impossibilité pour les 

traitements actuels d’éliminer les « réservoirs » à VIH que sont les 

monocytes/macrophages et les cellules dendritiques, pose un problème majeur 

(Pierson et al., 2000; Coleman and Wu, 2009).  

Ce très bref aperçu de l’immunopathologie du SIDA montre l’extraordinaire complexité 

de l’infection par VIH, qui malgré 25 ans de recherche intense et des sommes 

considérables dépensées, continue à mettre en échec toute une génération de 

chercheurs. Cependant, les dernières avancées scientifiques décrits ci-dessus, de 

même que les échecs des candidats vaccins, montrent deux points très importants : 1) 

la réponse immunitaire cellulaire par l’intermédiaire des lymphocytes T CD8+ n’est 

probablement pas la panacée et la seule solution pour un vaccin efficace, et 2) la 

réponse immunitaire innée devient beaucoup plus critique, au vu de la destruction 

massive des lymphocytes T CD4+ mémoires durant la phase aigüe de l’infection (Levy, 

2001). Les premières semaines de l’infection apparaissent absolument critiques et 
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donnent le ton sur l’évolution de la maladie (Picker and Watkins, 2005). La réponse 

immunitaire innée, mettant en jeu les cellules NK, NKT, les monocytes/macrophages et 

les cellules dendritiques, ainsi que leurs interactions avec les cellules du système 

immunitaire acquis (lymphocytes T et B) doivent faire l’objet d’un effort majeur de 

recherche dans les années à venir (Lehner et al., 2008).  

C’est dans cette optique que j’ai voulu apporter ma petite contribution à l’édifice 

gigantesque que représente la recherche contre le SIDA, et ainsi j’ai pu développer 2 

panels multicouleurs de cytométrie en flux, pour l’identification précise des populations 

majeures de cellules immunitaires innées et acquises, en parallèle chez l’homme et le 

singe. Avant de présenter la cytométrie en flux, technologie utilisée pour mon travail de 

thèse, je vais brièvement détailler les cellules du système immunitaire, qui sont toutes 

issues de cellules souches hématopoïétiques de la moelle osseuse (Figure 5). 

 

Figure 5 : Hiérarchie des cellules immunitaires (d’après 
www.textbookofbacteriology.net) 
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I.3 –  Les cellules cibles du VIH 

 I.3.1 – Les lymphocytes T CD4+ 

Les lymphocytes T sont habituellement divisés en deux grands sous-ensembles qui 

sont fonctionnellement et phénotypiquement différents. La sous-population T auxiliaire, 

aussi appelée T CD4+, est un coordinateur de la régulation immunitaire. La principale 

fonction de la population T auxiliaire est d’initier et de maximiser les réponses 

immunitaires par la sécrétion de facteurs spécialisés (cytokines) qui activent d'autres 

cellules du système immunitaire, en particulier les macrophages, les lymphocytes T 

CD8+ et les lymphocytes B, à combattre les infections (Figure 6). Cette population 

cellulaire n’a pas d’activité cytotoxique ou phagocytique, et ne peut donc pas tuer des 

cellules infectées ou des pathogènes (Mosmann and Coffman, 1989).  

 

 

 

Figure 6 : Fonction des lymphocytes T CD4+ auxiliaire (d’après Wikipedia, M. 
Hääggström) 
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De plus, les lymphocytes T CD4+ sont importants pour entrainer les cellules 

dendritiques à initier la réponse immunitaire cellulaire T CD8+ (Figure 9) (McMichael 

and Rowland-Jones, 2001). Comme précisé plus haut, les lymphocytes T CD4+ 

mémoires sont les principales cellules cibles du VIH (Mattapallil et al., 2004). 

 

 I.3.2 – Les monocytes/macrophages 

Les monocytes, se trouvant dans la circulation sanguine, et les macrophages, dérivant 

des monocytes et se trouvant eux dans les tissus, jouent un rôle important dans la 

régulation des réponses immunitaires. Ils sont souvent désignés comme des 

phagocytes, car ils peuvent phagocyter ou digérer des débris cellulaires et des 

pathogènes. Une fois le pathogène ingéré, le monocyte/macrophage, faisant partie des 

cellules présentatrice d’antigènes, présentent ces antigènes étrangers aux autres 

cellules du système immunitaire comme les lymphocytes T et les lymphocytes B. C'est 

l'une des premières étapes importantes dans l'initiation d'une réponse immunitaire. 

 

Les monocytes/macrophages sont, comme les lymphocytes T CD4+, les cibles du virus 

VIH, par l’intermédiaire de l’antigène CD4 et du corécepteur CCR5. Les monocytes sont 

considérés comme les principaux « réservoirs » à virus (Kim et al., 2003; Crowe, 2006). 

De plus, les monocytes sont des cellules agissant comme des « chevaux de Troie », 

c'est-à-dire qu’ils traversent la barrière hémato-encéphalique et apporte donc le virus 

dans le cerveau (Herbein et al., 2002; Williams and Hickey, 2002). Une fois dans le 

cerveau, le virus VIH s’attaque aux neurones de façon directe ou indirecte (Figure 7). 
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.   

 

Figure 7 : Perte de tissu cérébral dans la phase de SIDA (d’après Thompson et al, 
PNAS, 2005). 

 

 I.3.3 – Les cellules dendritiques 

Un autre type de cellule, adressée récemment, est la cellule dendritique. Les cellules 

dendritiques, qui sont aussi originaires de la moelle osseuse, fonctionnent comme des 

cellules présentatrices d'antigènes (APC). En fait, les cellules dendritiques sont plus 

efficaces que les macrophages APC. Ces cellules se trouvent généralement dans le 

compartiment structurel des organes lymphoïdes comme le thymus, les ganglions 

lymphatiques et la rate. Cependant, ils sont également présents dans la circulation 

sanguine et dans d’autres tissus du corps. Les cellules dendritiques jouent un rôle 

important dans l’initiation des réponses immunitaires adaptatives et dans l’induction de 

la tolérance périphérique (Figure 8). Malheureusement, l'une des raisons pour 
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lesquelles nous savons si peu sur les cellules dendritiques, c'est qu'elles sont 

extrêmement difficiles à isoler, ce qui est souvent une condition préalable à l'étude 

fonctionnelle de types cellulaires spécifiques.  

 

Figure 8 : Fonction de la cellule dendritique (d’après Reis e Sousa, Nature Review 
Immunol, 2006). 

 

Récemment, la découverte que les cellules dendritiques se lient au VIH de façon 

importante, et qu’elles peuvent être un réservoir du virus qui est transmis aux 

lymphocytes T CD4+ au cours d'une activation immunitaire, a ouvert de nouvelles 

perspectives et intensifier les études sur les cellules dendritiques (Piguet and Steinman, 

2007). Ainsi, les 2 populations principales de cellules dendritiques, les cellules 
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myéloïdes et plasmacytoïdes, sont diminuées pendant l’infection par le VIH, et 

pourraient expliquer en partie une réponse immunitaire insuffisante (Barratt-Boyes et 

al., 2006). 

   

I.4 – Les cellules chargées d’éliminer le VIH  

 I.4.1 – Les lymphocytes T CD8+ 

Un autre type important de lymphocyte T est appelée cellule T cytotoxique ou T CD8+. 

Ces cellules jouent un rôle essentiel en tuant directement certaines cellules tumorales, 

les cellules infectées par des virus et parfois des parasites. Les lymphocytes T CD8+ 

sont également importants dans la régulation négative des réponses immunitaires. Ils 

sont essentiellement localisés dans les organes lymphoïdes secondaires (ganglions 

lymphatiques et rate), où leur activation et la réponse immunitaire qui s’en suit se 

produit, mais ils sont également présents dans d'autres tissus du corps, le plus souvent 

le foie, les poumons, le sang, l'intestin et le tractus uro-génital.  

 

Pendant l’infection par VIH, Le lymphocyte T CD8+ interagit avec le lymphocyte T CD4+ 

auxiliaire et la cellule dendritique qui l’aide à sa maturation et à maintenir un réservoir 

de cellules mémoires (Figure 9). Cependant, malgré une réponse immunitaire forte, les 

lymphocytes T CD8+ n’arrivent pas à contrôler l’infection, soit par un manque d’aide des 

lymphocytes T auxiliaires CD4+ au fur et à mesure de leur destruction progressive, ou 

bien par leur fonction cytotoxique altérée directement ou indirectement par VIH 

(Champagne et al., 2001; Rowland-Jones et al., 2001; Zhang et al., 2007).     
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Figure 9 : Interaction entre lymphocyte T CD4+, lymphocyte T CD8+ et la cellule 
dendritique (d’après McMichael et al, Nature, 2001).   

 

I.4.2 – Les lymphocytes B 

La principale fonction des lymphocytes B est la production d'anticorps en réponse à des 

protéines étrangères de bactéries, de virus et de cellules tumorales. Les anticorps sont 

des protéines spécialisées qui reconnaissent et se lient spécifiquement à une protéine 

particulière. La production d'anticorps et la liaison à une protéine étrangère ou un 

antigène, est souvent un moyen nécessaire pour signaler aux autres cellules de digérer, 

de tuer ou de supprimer cette substance de l'organisme (Figure 10). 
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Figure 10 : Fonctionnement des lymphocytes B (d’après Janeway et al, 
Immunobiology, 5th edition, 2001). 

 

Au début de l’infection, les lymphocytes B produisent des anticorps neutralisant contre 

le VIH. Mais probablement à cause de mutations rapides du VIH, les anticorps produits 

par les lymphocytes B deviennent de moins en moins efficace à neutraliser le virus (Wei 

et al., 2003). 

 

I.4.3 – Les cellules NK 

Les cellules tueuses naturelles, souvent appelées cellules NK, sont similaires à la sous-

population de lymphocytes T cytotoxiques ou T CD8+. Ils fonctionnent comme des 
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cellules effectrices qui tuent directement certaines tumeurs comme les mélanomes, les 

lymphomes et les cellules infectées par des virus, notamment le virus de l'herpès (HPV) 

et les cellules infectées par le cytomégalovirus (CMV). Cependant les cellules NK, 

contrairement aux lymphocytes T CD8+, tuent leurs cibles sans interaction préalable 

dans les organes lymphoïdes. Les cellules NK, qui ont été activées par les sécrétions 

de cytokines provenant des lymphocytes T CD4+, vont tuer les cellules tumorales ou les 

cellules infectées par des virus de manière plus efficace. Du fait de leur puissante 

activité cytolytique, l’activité des cellules NK est fortement régulée par l’expression à la 

surface membranaire de récepteurs d’activation et d’inhibition (Figure 11) (Moser et al., 

2002). 

 

Figure 11 : (a) Inhibition ou (b) activation des cellules NK (d’après French et al, Arthritis 
Res Ther, 2004). 
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Le rôle des cellules NK dans l’immunopathologie du VIH fait l’objet à l’heure actuelle 

d’un intérêt croissant. Il semblerait que, suivant l’infection, les cellules NK ont une 

diminution de leur fonction cytolytique à cause de perturbations de leurs récepteurs 

spécifiques, qui ensuite altèrent leurs interactions avec d’autres cellules du système 

immunitaire acquis, en particulier les cellules dendritiques (Fauci et al., 2005; De Maria 

and Moretta, 2008). 

  

I.5 – Comment identifier les principaux « acteurs » du système immunitaire  

I.5.1 – Introduction 

Toutes les cellules ont de nombreuses molécules différentes, appelées antigènes, à 

leur surface (Figure 12). Certains antigènes sont exprimés par plusieurs types 

cellulaires, d’autres sont uniques pour une cellule donnée, et enfin certains 

apparaissent seulement à certains stades de maturation ou d’activation. La fonction 

biologique de la plupart des antigènes est connue, mais d’autres molécules de surface 

ont une fonction inconnue et ne servent uniquement de marqueurs de types cellulaires.  

 

Figure 12 : Molécules de surface du lymphocyte T auxiliaire (CD4 et CCR5) (d’après 
www.hivandhepatitis.com). 
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I.5.2 - Anticorps monoclonaux et la nomenclature CD 

La plus importante avancée technologique pour l’aide à l’identification des cellules 

immunitaires a été le développement des anticorps monoclonaux par C. Milstein en 

1975 (Kohler and Milstein, 1975; Milstein, 1999). Les anticorps monoclonaux sont de 

très puissants réactifs spécifiques d’un antigène particulier, qui indique par leur liaison 

(ou leur absence de liaison), que l’antigène en question est exprimé (ou absent) de la 

surface des cellules analysées. De plus en plus utilisés et commercialisés par 

différentes sociétés sous différents noms,  une confusion s’est rapidement installée 

pour savoir quel anticorps reconnaissait tel ou tel antigène. Un comité international a 

rapidement été formé pour tester tous les anticorps connus, et établir une nomenclature 

standard pour les antigènes reconnus par ces anticorps. Au cours du 1er workshop sur 

les antigènes de différentiation leucocytaire humains à Paris en 1982, le terme « CD » 

pour cluster de différentiation a été introduit (Bernard and Boumsell, 1984; Fiebig et al., 

1984). Un « CD » fait référence à un groupe d’anticorps monoclonaux réagissant avec 

un antigène particulier. Par exemple, les lymphocytes T auxiliaires exprime l’antigène 

CD4, et donc tous les anticorps qui reconnaissent l’antigène CD4 sont simplement 

appelés « anticorps anti-CD4 ». A l’heure actuelle, plus de 350 « CD » ont été 

incorporés dans la nomenclature (Zola et al., 2007). 

 

I.5.3 – Les antigènes de surface : carte d’identité cellulaire 

La plupart des analyses de cellules immunitaires dans le sang sont effectuées à l’aide 

d’anticorps monoclonaux. Chaque type cellulaire exprime différents antigènes CD. 
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Malheureusement, un ou plusieurs antigènes CD peuvent être exprimés par différents 

types cellulaires, ce qui rend l’analyse plus complexe. Par exemple, l’antigène CD16 est 

exprimé par les cellules NK, mais aussi par les monocytes, les cellules NKT, les cellules 

dendritiques et les granulocytes. Le problème est donc de trouver d’autres antigènes, 

présents ou absents, capable de différencier les populations ci-dessus. Ainsi, les 

cellules NKT peuvent être différenciées des cellules NK grâce à l’expression de 

l’antigène CD3. Un tableau ci-dessous résume les antigènes utilisés pour différencier 

les principales cellules du système immunitaire (Tableau 1).   

 

Humain CD3 CD4 CD8 CD11c CD14 CD16 CD20 CD34 CD56 CD123 HLA-DR 

T aux ++ ++         + si activés 

Lymphocyte T T cyto ++  ++        + si activés 

Lymphocyte B       ++    ++ 

NK      + ou -   ++   

NKT ++  + ou -   +      

Monocyte  +   ++ + ou -     ++ 

pDC  +        + + 
DC 

mDC  +  +  + ou -     + 

Cellule souche (CSH)        +   + 

 

Tableau 1 : Principaux marqueurs des leucocytes humains 
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II – CYTOMÉTRIE EN FLUX : LA TECHNIQUE DE CHOIX EN IMMUNOLOGIE 

 II.1 – Définition 

La cytométrie en flux ou CMF est une technologie qui permet l’analyse simultanée 

qualitative et quantitative de multiples paramètres à l’échelon cellulaire dans une 

population hétérogène en suspension dans un liquide. Les cytomètres en flux sont 

utilisés dans un grand nombre d’applications comme l’immunophénotypage, l’analyse 

du cycle cellulaire, le comptage des cellules, ou encore la mesure d’expression de 

protéine de fluorescence verte (GFP). Les données sur la cellule recueillies par le 

cytomètre en flux sont la taille relative de la cellule, sa granularité ou complexité interne 

relative, et enfin son intensité relative de fluorescence (Recktenwald, 1993; Brown and 

Wittwer, 2000).  

Ce procédé d’analyse individuelle (cellule par cellule) est multiparamétrique et peut 

s’effectuer à la vitesse de plusieurs milliers d’événements par seconde. L’ordinateur 

calcule les données statistiques associées aux distributions des paramètres mesurés et 

les représentent sous la forme d’histogrammes (1 paramètre) ou de cytogrammes (2 

paramètres) sur une ou plusieurs populations dont les propriétés cellulaires sont ainsi 

évaluées. 

 

II.2 – Historique 

Les méthodes d’analyse des cellules individuelles sont essentielles pour la 

compréhension des fonctions des cellules normales et la possibilité de modulation des 
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cellules pathologiques. La CMF est née du besoin d’automatisation du comptage des 

constituants cellulaires du sang. (Melamed, 2001; Herzenberg et al., 2002) 

Les origines de la CMF sont anciennes puisque c’est en 1934 que Moldavan conçut le 

premier appareil avec lequel il réalisait des numérations cellulaires en faisant défiler les 

cellules dans un fin capillaire où elles étaient vues par un capteur photo électrique. 

Dans les années 70, les chercheurs de Los Alamos et de Stanford associaient des 

méthodes de mesure individuelle du volume ou de la fluorescence de cellules 

entraînées par un flux avec des méthodes électrostatiques permettant le tri cellulaire 

dans des conditions vitales (Herzenberg and Sweet, 1976). La diffusion de la lumière 

compléta rapidement la liste des propriétés capables de discriminer plusieurs types 

cellulaires. Le développement simultané d’appareillages commercialisés polyvalents et 

l’apparition des hybridomes pour la production d’anticorps monoclonaux a conduit à une 

explosion des activités impliquant la cytométrie en flux. L’utilisation des propriétés 

cellulaires intrinsèques (diffusion, auto fluorescence) et le développement permanent de 

fluorochromes ont conduit à la mise en œuvre de méthodes de plus en plus fines pour 

l’analyse de populations de cellules hétérogènes. 

 

II.3 – Principes 

II.3.1 – Composition d’un cytomètre 

Le cytomètre en flux est un instrument complexe qui possède trois systèmes : le 

système fluidique qui entraîne et présente l’échantillon cellulaire au point 

d’interrogation, le système optique comprenant les lasers comme source de lumière, 
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et les filtres optiques qui séparent la lumière émise par la cellule et la dirigent vers les 

détecteurs, et enfin le système électronique qui va convertir la lumière en signaux 

électroniques analysables par l’ordinateur (Figure 13) (Givan, 2004).  

 

Figure 13 : Composants majeurs d’un cytomètre en flux (d’après www.invitrogen.com) 

 

Cependant, le « cœur » du système est représenté par le point d’interrogation (voir 

Figure 13). En effet, c’est là que les cellules traversent le ou les lasers et que le 

système optique collecte la lumière diffractée et la fluorescence émise par la cellule. Le 

passage des cellules les unes derrière les autres, réalisée par le principe de centrage 

hydrodynamique est primordial pour une analyse précise des signaux optiques. 
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  II.3.2 – Collecte des signaux optiques cellulaires 

Le cytomètre en flux analyse les cellules en les faisant défiler à grande vitesse à travers 

un ou plusieurs lasers. Les signaux optiques émis par la cellule coupant le faisceau 

lumineux d’un laser sont mesurés par l’instrument et sont essentiellement relatifs :  

1)  aux propriétés optiques intrinsèques des cellules qui correspondent aux 

phénomènes de diffusion lumineuse liés aux dimensions de la cellule et à leur structure 

interne. La taille relative (FSC) et la granularité relative (SSC) des cellules sont ainsi 

mesurées. Cela permet d’identifier les lymphocytes, les monocytes et les granulocytes 

(Figure 14). 

 

Figure 14 : Identification des leucocytes dans le sang total 
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2)  aux propriétés optiques induites de fluorescence obtenues par des 

marquages spécifiques de structures ou de fonctions cellulaires. En général, des 

anticorps monoclonaux couplés à des fluorochromes sont nécessaires pour ces 

mesures optiques (Figure 15). Le fluorochrome absorbe l’énergie du laser et réémet 

l’énergie absorbée par vibration et dissipation de chaleur, d’où une émission de photons 

d’une longueur d’onde plus élevée. 

 

Figure 15 : Exemple de marquage de sang total avec les anticorps anti-CD4 et anti-
CD8 

 

Ces signaux, séparés par des filtres optiques, sont collectés par des 

photomultiplicateurs, amplifiés, numérisés, traités et stockés par un ordinateur.  
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II.3.3 – Analyse des données 

Une fois que les signaux optiques sont convertis de façon proportionnelle en signaux 

électroniques puis en chiffres, les données sont stockées dans l’ordinateur sous forme 

de fichier FCS (flow cytometry standard). Le fichier représente une liste de valeurs 

numérique de chaque paramètre étudié pour chaque cellule analysée (Figure 16). Les 

données peuvent être représentées sous forme :  

1)  d’histogrammes monoparamétriques où l’axe des abscisses représente 

l’intensité du signal analysé et l’axe des ordonnées le nombre de cellules,  

2)  d’histogrammes biparamétriques ou cytogrammes présentant deux signaux 

simultanément.  

 

  

Figure 16 : Exemple de fichier FCS et représentation graphique correspondante 
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II.4 – Avantages et limites de la CMF 

Le 1er avantage très important de la cytométrie en flux est qu’elle permet l’analyse d’un 

très grand nombre de cellules dans un temps relativement court. Par exemple, 

l’instrument qui a servi à cette thèse peut analyser une population cellulaire à une 

vitesse de près de 20,000 cellules par seconde, et cela sans perdre sa capacité de 

résolution. Cette vitesse de travail permet non seulement d’avoir des statistiques 

d’analyse bien plus solide/fiable que la microscopie, qui ne peut compter que quelques 

centaines de cellules, mais aussi la CMF peut analyser des populations très rares, 

comme par exemple des cellules souches hématopoïétiques CD34+, qui représentent 

moins de 0,05% des leucocytes dans le sang (Donnenberg et al., 2001; Sutherland et 

al., 2003; Keeney et al., 2004).  

Le 2ème avantage de la CMF est qu’elle permet l’analyse de plusieurs paramètres 

simultanément au niveau cellulaire. A l’heure actuelle, les meilleurs instruments de 

cytométrie peuvent mesurer jusqu'à 17 paramètres, alors que les microscopes les plus 

perfectionnés ne peuvent mesurer que 5 paramètres (Chattopadhyay et al., 2006). 

Aucune autre méthode d’analyse n’offre autant d’informations que la CMF.  

Le 3ème avantage est que la CMF, contrairement à la microscopie, permet une analyse 

quantitative des paramètres mesurés. En effet, au microscope, il est difficile de classer 

des cellules en plus de quatre catégories selon leur fluorescence: “négatives”, “faibles”, 

“moyennes”, “fortes”. Un cytomètre avec amplificateur logarithmique permet de 

quantifier rigoureusement chaque critère optique sur une gamme de 1 à 262.144 unités 

arbitraires de fluorescence. En utilisant des billes de calibration avec un nombre connu 
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de molécules fluorescentes, il est possible de créer une courbe d’étalonnage standard, 

et ensuite de calculer par exemple le nombre de récepteurs CD4 à la surface des 

cellules, basée sur leur intensité de fluorescence (Schwartz and Fernandez-Repollet, 

2001; Poncelet, 2004). 

Enfin, le 4ème avantage qu’offre la cytométrie en flux est que les cellules analysées 

peuvent être isolées ou triées, de façon stérile, avec des taux de pureté supérieurs à 

99% (Ibrahim and van den Engh, 2007). Ces cellules peuvent être remises en culture. 

L’application la plus importante est le tri des cellules souches CD34+ pour les 

transplantations (Beaujean, 1997).  

 

Cependant, même si la vitesse de travail des instruments a considérablement 

augmenté ces dernières années, le tri d’une population reste relativement lent : par 

exemple, pour obtenir 106 cellules d’une population représentant initialement 0,5% de la 

population de départ, il faudrait, à la vitesse théorique de 20,000 cellules par seconde 

environ 3 heures de tri. La grande pureté des populations triées par CMF ne peut donc 

être obtenue qu’au prix d’une sérieuse limitation du nombre de cellules recueillies et 

d’une surveillance critique constante lors de la séparation (Robinson, 2005). 

 

II.5 – Applications 

La cytométrie en flux couvre un champ d’applications très large dans des disciplines 

très variées telles que l’hématologie, l’immunologie, la cancérologie et la 
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génétique, autant dans les domaines de la recherche fondamentale que dans ceux de 

la recherche clinique et des applications cliniques. La CMF est également utilisée dans 

des domaines d’études autres que celui de la cellule animale. C’est le cas par exemple 

de la biologie végétale, de la microbiologie ou de la biologie marine. 

De loin, la mesure la plus utilisée est l’immunophénotypage, ou des anticorps 

conjugués avec des fluorochromes se lient à leurs récepteurs spécifiques à la 

membrane des cellules immunes, ce qui permet l’identification de différentes 

populations cellulaires. Ces dernières années, le développement de la cytométrie 

multiparamétrique a démontré la complexité incroyable du système immunitaire, en 

identifiant par exemple des sous-populations de cellules dendritiques myéloïdes,  

inconnu il y a peu (MacDonald et al., 2002; Piccioli et al., 2007). De plus en plus, en 

association avec l’immunophénotypage, les chercheurs veulent aussi connaître le 

statut fonctionnel de la cellule, avec par exemple des mesures de cytokines ou des 

mesures de prolifération cellulaire, afin d’avoir une vision plus complète de la cellule 

(Shankar et al., 2000; Maecker et al., 2005; Petrovas et al., 2007; McLaughlin et al., 

2008).  

L’utilisation de cette technologie dans le domaine de la biologie peut se mesurer par le 

nombre d’ouvrages scientifiques la mentionnant. Il suffit de faire une recherche sur la 

banque de données PubMed pour voir que la cytométrie en flux  a été citée dans 

112.023 articles depuis 1974. Le nombre d’articles scientifiques publiés, mentionnant la 

cytométrie en flux, est passé de 118 dans l’année 1980 à 2284 en 1990, 4887 en 2000 

et enfin 9332 en 2009 (Figure 17). Il est fort probable que le nombre d’articles utilisant 

cette technique est bien plus important.   



  47 

 

Figure 17 : Nombre de publications scientifiques mentionnant la cytométrie en flux, 
entre 1974 et 2009 (source: PubMed) 

 

II.6 – Immunophénotypage : de 3 à 17 couleurs en 20 ans 

II.6.1 – Introduction 

Dans les années 1980, les cytomètres les plus perfectionnés, et souvent modifiée par 

l’utilisateur, possédaient 2 lasers, en général un laser argon émettant à 488nm et un 

laser réglable à 615nm. L’instrument était capable de détecter les fluorochromes 

organiques comme la fluorescéine (FITC), la phycoérythrine (PE) et l’allophycocyanine 

(APC) (Parks et al., 1984). A l’heure actuelle, le « record » de paramètres mesurés (et 

publiés !) par un cytomètre est de 17 couleurs, sur une machine commercialisée avec 4 

lasers, un « violet » émettant à 405nm, un « bleu » à 488nm, un « vert » à 532nm et un 

« rouge » à 633nm (Chattopadhyay et al., 2006). Le choix de fluorochromes utilisés est 
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désormais de plus en plus important et permet une grande flexibilité pour la mise au 

point d’un panel multicouleurs. Cette augmentation de paramètres mesurés est sans 

précédant dans aucune autre technique d’analyse, et a été rendu possible grâce au 

développement des 3 composantes majeures de la cytométrie : l’instrument proprement 

dit (en particulier les  lasers), les réactifs (anticorps et fluorochromes), et enfin les 

logiciels d’analyse de données.   

 

II.6.2 – Lasers et fluorochromes 

 Au début des années 1980, les lasers utilisés avaient des longueurs d’onde d’excitation 

limités, et surtout avaient besoin d’un système de refroidissement par eau, du fait de 

leur puissance. Aujourd’hui, les lasers sont beaucoup plus petits, ne requièrent plus de 

système de refroidissement, et ils fournissent une excitation stable à diverses longueurs 

d’onde (Kapoor et al., 2007). De plus, ils sont beaucoup moins chers que leurs 

prédécesseurs, ce qui réduit considérablement le coût total de la machine. Les 3 lasers 

les plus couramment utilisés aujourd’hui sont le bleu (488nm), le violet (405nm) et le 

rouge (633nm). Le laser vert à 532nm fournit plus de sensibilité, comparé au laser bleu, 

pour les fluorochromes PE (Perfetto and Roederer, 2007). Le laser UV (350nm) permet 

la mesure des colorants Hoechst, pour la mesure de l’ADN, et reste en grande partie 

réservé à cette application. Enfin, récemment le laser jaune (560nm) et orange (610nm) 

viennent combler le « trou » entre le vert (532nm) et le rouge (633nm) et permettent de 

couvrir tout le champ d’excitation de la lumière visible (Kapoor et al., 2008). 
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Au début des fluorochromes, seul FITC, PE et APC étaient utilisés. Les années 1990 

ont vu l’arrivée des fluorochromes tandem, des molécules de cyanines ou Alexa fluors 

couplées avec PE ou APC qui leur fournissent l’énergie d’excitation. D’un coup, le 

répertoire des fluorochromes s’est élargi et a permis d’augmenter rapidement le nombre 

de paramètres mesurables à 8 couleurs en 1997 (Roederer et al., 1997). Dernièrement, 

une nouvelle classe de fluorochromes, les nanocristaux ou QDots, sont apparus et ont 

contribué à un nouveau bond en avant du nombre de paramètres mesurés 

(Chattopadhyay et al., 2006). Ces nanocristaux (au nombre de 8, de QD525 à QD800)  

ont la double particularité d’avoir une large longueur d’onde d’excitation, et donc d’être 

tous excitable par le même laser (le violet), et d’avoir aussi une très petite longueur 

d’onde d’émission, ce qui minimise les chevauchements de spectre d’émission avec 

d’autres fluorochromes. Leur intensité de fluorescence est  en général très bonne. Ainsi, 

les QDots sont de parfaits fluorochromes pour l’utilisation dans un panel multicouleurs, 

mais il convient de rester prudent car leur utilisation est très récente et mérite encore 

d’être évaluée.    

Comme montré dans la Figure 18, il y a maintenant près de 30 fluorochromes utilisés, 

qui peuvent être couplé aux anticorps monoclonaux. Tous ne peuvent pas être utilisés 

en même temps, du fait de leur chevauchement spectral. Cependant cela permet de 

donner un choix plus important au chercheur quand il développe un panel de 

cytométrie. De plus, les compagnies qui vendent les anticorps monoclonaux les 

proposent maintenant dans un grand nombre de « couleurs », ce qui évite d’une part 

d’avoir à conjuguer soi-même les anticorps avec les fluorochromes d’intérêt, et d’autre 
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part cela ajoute une flexibilité supplémentaire, afin d’avoir le meilleur panel possible 

(Chattopadhyay et al., 2008). 

 

Figure 18 : Fluorochromes les plus utilisés actuellement (d’après Chattopadhyay et al, 
Immunol, 2008).  

 Pour chaque fluorochrome, le laser optimal est indiqué par une ligne plus sombre (violet = 405 nm, bleu 
= 488 nm, vert = 532 nm, rouge = 633 nm). Chaque longueur d’émission est indiquée par une bande 
grise/noire, noire étant la bande d’émission maximale. 

 

II.6.3 – Logiciel d’analyse de données 

Il est relativement simple d’analyser une expérience avec 4 paramètres mesurés. 

Cependant, au fur et à mesure que les paramètres mesurés ont augmenté, la quantité 
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d’information a aussi augmenté de façon exponentielle, et l’analyse des données est 

devenue de plus en plus complexe. Heureusement, les logiciels d’analyse de cytométrie 

se sont adaptés à cette masse de données à gérer et sont même devenus au fil des 

années plus simple d’utilisation, avec en particulier : 

1) Le calcul de compensation automatique entre les fluorochromes, alors 

que sur les machines analogiques des années 1980 (ex : BD FACSCalibur), il fallait 

calculer manuellement la matrice de compensation. La robustesse des compensations 

automatisées rend une analyse multicouleurs plus fiable et est utilisée maintenant de 

façon routinière (Corver et al., 2002)  

2) Une stratégie d’analyse hiérarchique de l’échantillon ou « gating 

strategy » : cela permet de sélectionner une population donnée pendant l’analyse (par 

exemple les lymphocytes T CD3+), et d’étudier les sous-populations de T CD3+ (par 

exemple T CD4+ et T CD8+), en omettant les cellules CD3-. Cela rend l’analyse 

beaucoup plus compréhensible et logique car elle suit un classement hiérarchique des 

cellules. 

Cependant, aussi simple qu’il y paraît, ce système d’analyse est toujours dépendant du 

chercheur et de ces connaissances des populations cellulaires étudiées. En effet, c’est 

lui qui fait les choix d’étudier telle ou telle molécule sur une population particulière. Avec 

des expériences à 12, 15 ou 17 paramètres/couleurs, le chercheur ne peut pas tout 

« voir » et le danger est de passer à côté de résultats significatifs, car « noyé » dans la 

masse de données générées par un panel multicouleurs. C’est pour cela que depuis 
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quelques années, un gros effort est fait pour développer des logiciels d’analyse 

automatique (Petrausch et al., 2006; Jeffries et al., 2008; Lo et al., 2008). 

 

En résumé, la cytométrie en flux multiparamétrique n’aurait pas été possible sans la 

contribution de 3 disciplines totalement séparés au départ : la biologie cellulaire 

(anticorps et fluorochromes), la physique des lasers et l’informatique (Mandy et al., 

1997). Tous ces progrès technologiques ont permis d’analyser le système immunitaire 

de façon incroyablement détaillée (De Rosa and Roederer, 2001; Roederer, 2002; 

Chattopadhyay et al., 2008). L’immunologie est probablement une des disciplines 

scientifiques qui connaît à l’heure actuelle le plus grand essor, avec une masse 

d’informations sans précédent. La cytométrie en flux multiparamétrique est, sans aucun 

doute, en partie responsable de cet essor. Mais le « moteur » des développements 

parallèles de la cytométrie en flux multiparamétrique et de l’immunologie est sans 

contexte le SIDA (Mandy, 2004).  

  

III – SIDA ET CYTOMÉTRIE 

III.1 – Historique 

 III.1.1 – Les premières années 

Au début des années 1980, grâce aux développements des instruments et des 

anticorps monoclonaux, la cytométrie en flux commençait à pouvoir analyser les 

cellules du système immunitaire. Cependant, mise à part l’application dans l’étude du 
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contenu en ADN des leucémies et des lymphomes (Braylan et al., 1980; Shackney et 

al., 1980), il ne semblait pas y avoir de possibilités d’utiliser cette nouvelle technique 

pour une large application clinique. Cependant, tout a changé le 5 Juin 1981 avec la 

publication par le CDC des premiers cas d’infection à Los Angeles (1981) (Figure 19). 

 

   

Figure 19 : Rapport MMWR du CDC du 5 Juin 1981 (source : CDC) 

 

En décembre 1981, un des tout premiers articles scientifiques décrivant les premiers 

cas de ce qui allait devenir une des plus terribles épidémies du 20ème siècle utilisait déjà 

la cytométrie en flux pour décrire l’élimination de la population Leu-3+ (lymphocyte T 

CD4+ auxiliaire) et l’augmentation de la population Leu-2+ (lymphocyte T CD8+ 

cytotoxique) (Gottlieb et al., 1981b) (Figure 20). Très rapidement, il s’est avéré que le 
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nombre de lymphocytes T CD4+ auxiliaires était d’une importance capitale dans 

l’infection par VIH (Newman et al., 1983). Ce lien entre le nombre de lymphocyte T 

CD4+ et son importance dans le diagnostic et l’évolution de l’infection par VIH allait 

donner en quelque sorte une justification clinique dans l’utilisation de la cytométrie en 

flux (Mandy, 2004). Même si il est exagéré de dire que la cytométrie « doit tout » au 

SIDA, il est évident que le développement incroyable de la CMF pendant les 30 

dernières années est en grande partie dû à la recherche sur le SIDA et à la nécessité 

de mieux définir les cellules immunitaires et le rôle qu’elles jouent dans l’infection par 

VIH.  

 

 

Figure 20 : Article de M. Gottlieb et al décrivant les 1ers cas de SIDA  

 

Le comptage des lymphocytes T CD4+ est rapidement devenu le facteur pronostic le 

plus fiable dans l’infection par VIH (Mandy et al., 1997). Depuis l’introduction des 
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trithérapies, le compte CD4+, avec la charge virale, conditionne le démarrage d’un 

traitement. Cependant, avec l’implémentation des trithérapies dans les pays en voie de 

développement, il est essentiel de fournir à ces pays une technologie de comptage des 

T CD4+ beaucoup plus simple et moins chers que les machines que nous utilisons 

aujourd’hui en clinique ou en recherche (Mandy et al., 2008). Il est ainsi intéressant de 

constater qu’un des défis majeurs que doit relever la cytométrie en flux est de construire 

des instruments possédant les caractéristiques de ceux des années 1980, à savoir 

capable de mesurer 1 ou 2 paramètres seulement, mais pour un coût bien moindre, de 

l’ordre de $5,000 (Barnett et al., 2008). L’autre défi de notre discipline est à l’autre 

extrémité, à savoir construire des instruments extrêmement sophistiqués qui permettent 

l’analyse d’un plus grand nombre de paramètres à l’échelle cellulaire, afin de mieux 

identifier les stratégies que le virus utilise pour entraîner un dysfonctionnement des 

mécanismes immunitaires, et ainsi échapper  au contrôle du système immunitaire. 

   

III.1.2 – 30 ans après : la recherche est devenue globale 

Aujourd’hui, un des outils les plus performants dans l’étude et l’identification des 

cellules immunitaires est la cytométrie en flux multiparamétrique (Baumgarth and 

Roederer, 2000; De Rosa et al., 2003). Grâce à ces outils de mesure, on s’est aperçu 

au fil des années que le VIH affectait directement ou indirectement toutes les cellules 

du système immunitaire, et pas uniquement les lymphocytes T CD4+. La conséquence 

première de ces recherches de plus en plus pointues a été de faire un bond en avant 

dans les connaissances du système immunitaire en général. Les populations 
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cellulaires, qui autrefois étaient considérés comme homogènes, apparaissent 

maintenant beaucoup plus complexe. L’identification de sous-populations de 

lymphocytes appelé naïves ou mémoires, les lymphocytes T cytotoxiques spécifiques 

au VIH identifiés par la technologie des tétramères, ou encore la discrimination de sous-

populations de monocytes, ont considérablement aidé notre compréhension de 

l’immunopathologie du SIDA (De Rosa, 2004). De plus, la CMF multiparamétrique est 

devenue primordial pour identifier des cellules rares dans le sang comme les cellules 

dendritiques, ou un minimum de 8 paramètres sont nécessaires pour distinguer les 5 

sous-populations de DC (MacDonald et al., 2002; Piccioli et al., 2007). Enfin, de plus en 

plus de laboratoires équipés de machines performantes associent maintenant les 

mesures de phenotypage des cellules avec leurs fonctions, grâce en particulier aux 

mesures de cytokines ou encore de prolifération (Hengel and Nicholson, 2001). 

 

En résumé, à coté du comptage de T CD4+ pour le suivi clinique des patients, un grand 

nombre d’autres populations cellulaires ont été étudiées, dans le but de prévoir le 

pronostic clinique, de développer de nouvelles cibles pour les thérapies, de trouver des 

marqueurs spécifiques pour mesurer l’efficacité des candidats vaccins, et enfin de 

comprendre la pathogenèse de la maladie. La CMF est devenue le principal outil de 

recherche pour ces études. Cependant, un autre « acteur » a aussi permis de faire des 

progrès considérables dans la compréhension de l’infection, en partie dans la partie 

initiale aigüe des premières semaines, le macaque rhésus.   
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III.2 – Apport du modèle animal macaque rhésus 

 III.2.1 - Introduction 

Les modèles animaux de maladies humaines sont essentiels pour étudier des maladies 

infectieuses telles que le SIDA, la grippe ou la tuberculose (Gardner and Luciw, 2008). 

Malgré des débuts controversés, le modèle macaque rhésus, infecté par VIS, 

homologue de VIH chez le singe, est devenu au fil des années un outil indispensable 

dans la lutte contre le SIDA (Desrosiers and Ringler, 1989). Son intérêt vient du fait que 

le VIS ressemble au VIH au niveau de sa séquence génétique et de ses propriétés 

biologiques. De plus, il induit le SIDA chez le singe dans une période courte de 

quelques mois, rendant son étude beaucoup plus accessible au niveau du temps. 

Beaucoup d’études, faites chez le singe, ont démontré le rôle des lymphocytes, 

monocytes et cellules dendritiques pendant l’infection par VIS (Kim et al.; DeMaria et 

al., 2000; Ibegbu et al., 2001; Pichyangkul et al., 2001; Pitcher et al., 2002; Mattapallil et 

al., 2004; Barratt-Boyes et al., 2006; Williams and Burdo, 2009). Une des découvertes 

majeures ces dernières années a été le fait de mesurer une très forte perte de 

lymphocytes T CD4+ mémoires dans différents tissus après seulement quelques 

semaines d’infection par VIS (Mattapallil et al., 2005). Grâce à cette découverte, 

d’abord chez le singe et ensuite chez l’homme, l’infection par VIS/VIH, considérée 

comme progressive et lente, semble avoir en plus une phase aigüe très agressive, qui 

détruit près de 60% des T CD4+ mémoires du corps et pourraient expliquer le début de 

l’effondrement du système immunitaire. La conséquence a été pour les chercheurs de 

commencer à se tourner vers l’étude de la réponse immunitaire innée et acquise 

pendant les premières semaines de l’infection (Mogensen et al.). Pour ce faire, le 
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modèle macaque rhésus est d’une aide capitale, car on peut avoir accès à une période 

dans l’infection (les premiers jours) qui est quasiment impossible à étudier chez 

l’homme, et ainsi suivre l’infection aigüe jour après jour, avec entre autre la mesure des 

variations du nombre de cellules immunitaires par cytométrie.    

 

III.2.2 – Similarités et différences entre macaque rhésus et humain 

A cause de la relative proximité génétique entre l’homme et le singe, les anticorps 

monoclonaux anti-humains peuvent souvent reconnaître l’antigène humain homologue 

chez le singe (Reimann et al., 1994; Sopper et al., 1997). Cependant, des différences 

entre certaines populations existent qui peuvent limiter l’utilisation des anticorps anti-

humains chez les singes. Ces différences peuvent être de 2 ordres : soit l’anticorps anti-

« x » utilisé chez l’humain ne reconnait pas l’antigène correspondant sur les cellules du 

singe, par manque de réactivité croisée de l’anticorps. Dans ce cas, on essaiera de 

trouver un autre clone de l’anticorps anti-« x » qui puisse réagir avec l’antigène en 

question chez le singe (Sestak et al., 2007). Ou alors, l’anticorps humain reconnaît 

l’antigène correspondant chez le singe, mais qui est exprimé par d’autres cellules. C’est 

le cas par exemple de l’antigène CD56 qui est exprimé uniquement par les cellules NK 

chez l’homme, alors qu’il est principalement exprimé par les monocytes et les cellules 

dendritiques myéloïdes chez le singe (Carter et al., 1999; Brown and Barratt-Boyes, 

2009). De même, l’antigène CD8 est exprimé par une sous-population de lymphocytes 

B chez le singe, mais pas chez l’homme (Webster and Johnson, 2005). Il convient donc 

d’être très prudent dans des études d’immunophénotypage chez le singe, et ne pas 
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assumer qu’un panel d’anticorps testé sur l’humain va reproduire et reconnaître les 

mêmes populations cellulaires chez le macaque rhésus. C’est pour cela que la CMF 

multiparamétrique est d’une aide capitale pour reconnaître ces différences car elle 

permet d’étudier simultanément un grand nombre d’antigènes exprimé par différentes 

populations cellulaires, et ainsi d’en déduire leurs phénotypes, ou carte d’identité de 

façon beaucoup plus précise.  

 

III.3 – L’harmonisation des résultats en cytométrie est cruciale  

III.3.1 – Exemple du compte T CD4+ 

L’importance du compte T CD4+ effectué par cytométrie en flux est évidente puisque de 

ce chiffre dépend la mise en place ou non du traitement par antirétroviraux. Les 

dernières recommandations de l’OMS  demande une prise en charge thérapeutique si 

le compte T CD4+ est en dessous de 350 (Zuger). Depuis 20 ans, la stratégie d’analyse 

des T CD4+ a évolué considérablement, dans le but d’avoir une population de T CD4+ 

la plus « pure » possible, c’est à dire en éliminant le maximum de cellules 

contaminantes (Mandy et al., 1997). A l’heure actuelle, les recommandations du CDC 

sont pour l’utilisation d’un simple plate-forme avec d’une part un panel de 3 ou 4 

anticorps pour discriminer les lymphocytes T CD4+ (anti-CD45, anti-CD3, anti-CD4 (et 

anti-CD8)), et d’autre part l’inclusion de microsphères pour calculer le compte absolu 

(Mandy et al., 2003). Cette méthode marche très bien quand le sang est traité dans les 

12 à 24 heures après la prise de sang. Cependant, si le sang est traité après 24 heures, 

les caractéristiques physiques des cellules changent rapidement, et il devient difficile de 
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sélectionner de façon précise les cellules d’intérêt, par exemple de séparer les 

lymphocytes des monocytes (Bergeron et al., 2002). De plus, les anticorps ont 

tendance à marquer les cellules mortes ou apoptotiques, et cela rend l’analyse plus 

complexe. Un moyen efficace d’éliminer ces cellules contaminantes est d’ajouter dans 

le panel des anticorps spécifiques à ces cellules. Cela réduit considérablement le risque 

de contamination d’une population cellulaire à une autre, et permet aussi de pouvoir 

analyser des échantillons qui ne peuvent pas être traités rapidement. 

 

III.3.2 – Mesure précise des populations rares 

Les cellules dendritiques chez l’homme et le singe représentent en général moins de 

1% du total des leucocytes, et de plus elles sont très hétérogènes. Elles sont 

primordiales dans la réponse immunitaire et sont l’objet d’un intérêt grandissant dans 

l’immunothérapie (Ju et al.; Palucka and Banchereau, 1999; Banchereau et al., 2000; 

Banchereau et al., 2003; Steinman, 2003). Historiquement, les cellules dendritiques 

étaient séparées en 2 sous-populations : les DC myéloïdes CD11c+ et plasmacytoïdes 

CD123+. Récemment, l’hétérogénéité des DC myéloïdes chez l’homme a été mise en 

évidence par la caractérisation de 3 sous-populations, exprimant CD16, CD1c et CD141 

(MacDonald et al., 2002). Cependant, cette caractérisation précise des cellules 

dendritiques n’a pas été faite chez le singe, probablement du fait d’un nombre de 

paramètres insuffisant à la disposition des chercheurs. En effet, pour identifier 

simultanément toutes les sous-populations de cellules dendritiques chez l’homme, pas 

moins de 8 paramètres sont nécessaires. Cela a même amené à une certaine 
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confusion dans la littérature, avec l’utilisation soit de CD11c ou de CD1c comme 

marqueurs des mDC chez le singe (Malleret et al., 2008; Brown and Barratt-Boyes, 

2009).  

 

Ces 2 exemples, caractérisation des lymphocytes T CD4+ et des cellules dendritiques, 

montrent l’importance grandissante de l’utilisation de multiples paramètres afin de 

limiter les contaminations entre populations cellulaires et ainsi d’évaluer au mieux 

chaque population cellulaire. De plus, on voit bien maintenant que le VIH affecte 

directement ou indirectement toutes les cellules immunes. Ainsi, il devient important de 

bien définir chaque population étudiée pendant une étude longitudinale chez l’homme 

ou le singe, afin d’évaluer leurs variations. C’est pour toutes ces raisons que j’ai 

entrepris ce travail de thèse, afin de fournir, « clés en main », 2 panels de cytométrie en 

flux multicouleurs pour l’humain et le singe, testés et validés pour la mesure simultanée 

de toutes les populations majeures du système immunitaire.   
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OBJECTIF 

En dépit de la commercialisation de cytomètres en flux pouvant mesurer jusqu'à 17 

couleurs maintenant, un nombre très limité de laboratoires utilisent ces instruments à 

leur pleine capacité. Bien que l'élaboration d'un panel d’anticorps multicouleurs prend 

du temps et nécessite un certain nombre de tests de validation, la quantité 

d'informations recueillie par un tel panel est bien plus importante qu’un panel utilisant 2 

à 6 couleurs, et peut permettre non seulement une compréhension plus globale du 

système immunitaire, mais aussi peut définir des sous-populations cellulaires qui 

pourraient n’être que peu ou pas définies, par manque de marqueurs. En outre, 

l’utilisation d’un panel de cytométrie en flux multicouleurs permet de diminuer la quantité 

de sang nécessaire pour l’immunophénotypage, qui est souvent limitée, en particulier 

au cours des études longitudinales. Habituellement, la plupart des laboratoires de 

recherche ou d’analyse biomédicale mesurent les populations de lymphocytes, de 

monocytes et de DC en utilisant des panels d'anticorps distincts dans différents tubes, 

principalement en raison de limitations techniques. Avec les dernières avancées 

technologiques de la cytométrie en flux, et la commercialisation d’anticorps disponibles 

en un plus grand nombre de couleurs, le but de ce travail était de mettre au point 2 

panels de 12 anticorps afin de permettre, dans un seul tube, et en n’utilisant que 200µl 

de sang total, la mesure simultanée des principales populations cellulaires du système 

immunitaire, que sont les lymphocytes T, les lymphocytes B, les cellules NK et NKT, et 

les sous-populations de monocytes et de cellules dendritiques, chez l’humain et le 

macaque rhésus. Ces 2 panels, une fois validés, pourraient permettre une meilleure 

harmonisation des résultats entre laboratoires et équipes de recherche. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 

I - Sujets : 

Le sang veineux périphérique humain a été prélevé chez neuf donneurs adultes en 

bonne santé et a été collecté dans des tubes contenant un anticoagulant EDTA. Un 

consentement par écrit et une autorisation de prélèvement pour la participation à l’étude 

a été signé par chaque volontaire avant la collecte de sang. 

Pour l’étude sur les singes, le sang veineux a été prélevé chez douze macaques 

rhésus, non infectés et en bonne santé, et collecté dans des tubes contenant un 

anticoagulant EDTA. Tous les animaux ont été maintenus en conformité avec les 

directives du comité sur les animaux du Centre de recherche sur les Primates de la 

Nouvelle-Angleterre (NEPRC), ainsi que le « guide pour les soins et l’utilisation des 

animaux de laboratoires » (Bayne, 1996). Les échantillons de sang, humains et de 

primates, ont été traités dans les 2 à 4 heures après le prélèvement.  

 

II - Instrumentation : 

Un cytomètre en flux Becton-Dickinson FACSAria avec trois lasers a été utilisé pour ce 

travail. Notre instrument a été optimisé pour mesurer jusqu’à 12 paramètres de 

fluorescence ainsi que 2 paramètres physiques (FSC et SSC). Le détail de la 

configuration optique de l’instrument est montré dans la Figure 21.  
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Figure 21 : Configuration optique du cytomètre BD FACSAria (d’après Autissier et al, 
Cytometry Part A, 2010). 

L’instrument est équipé de trois lasers : bleu (488nm), rouge (633nm) et violet (405nm). La collecte des 
signaux optiques est réalisée à l’aide de photomultiplicateurs disposés de façon octogonale pour le laser 
bleu et triangulaire pour les lasers rouge et violet, ainsi que d’une série de filtres optiques (dichroïques et 
passe bande), permettant de mesurer jusqu'à sept paramètres pour le laser bleu et trois paramètres 
chacun pour les lasers rouge et violet. La séparation de chaque paramètre ou longueur d’onde est 
réalisée par un système de cascades. Par exemple, sur le laser bleu, les plus grandes longueurs d’onde, 
au-dessus de 735nm, sont transmises à travers un 1er filtre optique appelé passe-haut (735LP), puis 
ensuite affinée à travers un 2ème filtre appelé passe bande (780/60) qui permet la transmission de 
longueur d’onde entre 750 et 810nm au photomultiplicateur qui va amplifier le signal optique et le 
transformer en signal électronique traité par l’ordinateur. Les longueurs d’ondes plus courtes que 735nm 
seront réfléchies et dirigées vers les PMT suivants. 

 

 Le laser bleu, émettant à 488nm peut indépendamment exciter six fluorochromes 

(FITC, PE, Texas Red-PE (ECD), Cy5-PE, Cy5.5-PerCP et Cy7-PE). Le laser rouge, 

émettant à 633nm peut exciter trois fluorochromes (APC, Alexa700 et Cy7-APC). Enfin 

le laser violet, émettant à 405nm, peut exciter trois fluorochromes (Pacific Blue, 
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AmCyan ou Aqua, et QDot 605). Les profils des longueurs d’ondes d’excitations et 

d’émissions de chaque fluorochrome sont détaillés dans la Figure 22a et 22b. 

 

  spectre d’excitation       spectre d’émission   filtres passe bande 

Figure 22a : Spectres d’excitation et d’émission des fluorochromes excitables par le 
laser bleu à 488nm (d’après www.invitrogen.com).  

Les différents fluorochromes sont indiqués sur la gauche de la figure. Les spectres d’excitation et 
d’émission de chaque fluorochrome, ainsi que la longueur d’onde du laser, sont dans le corps de la 
figure. Les filtres d’émission sont représentés par un rectangle dans la figure, ou est indiqué aussi la 
longueur d’onde centrale et les longueurs d’onde supérieure et inférieure passée par chaque 
fluorochrome.   
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  spectre d’excitation       spectre d’émission   filtres passe bande 

Figure 22b : Spectres d’excitation et d’émission des fluorochromes excitables par le 
laser violet à 407nm et le laser rouge à 633nm (d’après www.invitrogen.com).   

Les différents fluorochromes sont indiqués sur la gauche de la figure. Les spectres d’excitation et 
d’émission de chaque fluorochrome, ainsi que la longueur d’onde du laser, sont dans le corps de la 
figure. Les filtres d’émission sont représentés par un rectangle dans la figure, ou est indiqué aussi la 
longueur d’onde centrale et les longueurs d’onde supérieure et inférieure passée par chaque 
fluorochrome. 
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III - Anticorps utilisés pour l’étude : 

Le but ultime de cette étude était le développement de 2 panels multicouleurs de 

cytométrie en flux, afin d’étudier l’immunophénotypage des principales cellules du 

système immunitaire, respectivement chez l’humain et le macaque rhésus. Pour 

déterminer la fiabilité et la précision de ces 2 panels, j’ai comparé les données obtenues 

par ces 2 panels 12 couleurs avec ceux obtenues par des panels plus petits mesurant 

individuellement les lignées cellulaires distinctes que sont les lymphocytes, les 

monocytes et les cellules dendritiques. Pour le panel 12 couleurs et les panels de lignée 

cellulaire spécifiques utilisés chez l’humain, les anticorps monoclonaux suivants ont été 

utilisés : CD16-FITC (clone 3G8), CD141-PE (clone 1A4), CD11c-Cy5-PE (clone B-

Ly6), CD123-Cy5.5-PerCP (clone 7G3), CD20-Cy7-PE ou CD20-Cy7-APC (clone L27), 

CD56-Cy7-PE (clone B159), CD3-Alexa Fluor 700 ou CD3-Cy7-PE (clone SP34-2), 

HLA-DR-Cy7-APC (clone L243), CD14-Pacific Blue ou CD14-Cy7-PE (clone M5E2), 

CD4-AmCyan (clone SK3) (tous les anticorps sont de BD Pharmingen, San Jose, CA) ; 

CD34-TxRed-PE (ECD) (clone 581, Beckman Coulter, Miami, FL) ; CD1c-APC (clone 

AD5-8E7, Miltenyi Biotech, Auburn, CA) ; et CD8-QD655 (clone 3B5, Invitrogen, 

Carlsbad, CA). En ce qui concerne les panels utilisés chez le singe, quelques anticorps 

monoclonaux ci-dessus, ne réagissant pas avec les cellules du singe ou bien étant peu 

réactifs, ont été remplacés par d’autres, afin d’optimiser le signal obtenu par chaque 

anticorps. Ces anticorps sont : CD4-FITC (clone L200), CD34-PE (clone 563), CD16-

Cy5-PE (clone 3G8) (tous les anticorps sont de BD Pharmingen, San Jose, CA) ; 

CD11c-Alexa Fluor 700 (clone 3.9, eBiosciences, San Diego, CA), HLA-DR-TxRed-PE 

(clone Immu-357, Beckman Coulter, Miami, FL). J’ai aussi testé les anticorps CD1c-
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FITC (clone AD5-8E7) et CD141-PE (clone AD5-14H12), provenant de chez Miltenyi 

Biotech, ainsi que CD141-PE (clone 1A4) de chez Becton-Dickinson. Tous les anticorps 

ont été titrés pour déterminer leur concentration optimale. Les différents panels utilisés 

sont montrés dans le Tableau 2 ci-dessous. 

 

 Panels humain Panels macaque rhésus 

 12C Lympho Mono DC 12C Lympho Mono DC 

FITC CD16 CD16 CD16 CD16 CD4 CD4 - - 

PE CD141 - - CD141 CD34 - - CD34 

TxRed-PE CD34 - - CD34 HLA-DR - HLA-DR HLA-DR 

Cy5-PE CD11c - - CD11c CD16 CD16 CD16 CD16 

Cy5.5-
PerCP CD123 - - CD123 CD123 - - CD123 

Cy7-PE CD20+CD56 CD56 CD20 
CD3+CD14+
CD20+CD56 CD3 CD3 CD3 

CD3+CD14
+CD20 

APC CD1c - - CD1c CD1c - - CD1c 

Alexa 700 CD3 CD3 CD3 - CD11c - - CD11c 

Cy7-APC HLA-DR CD20 HLA-DR HLA-DR CD20 CD20 CD20 - 

PB CD14 - CD14 - CD14 CD14 CD14 - 

AmCyan 
Aqua CD4 CD4 - - Live/Dead Live/Dead Live/Dead Live/Dead 

QD655 CD8 CD8 - - CD8 CD8  CD8 

 

Tableau 2 : Description des panels d’anticorps utilisés  
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Des billes de capture d’anticorps (CompBeads, BD Biosciences) ont été utilisées 

individuellement pour chaque fluorochrome utilisé dans cette étude, afin de calculer la 

matrice de compensation, montrée dans la Figure 23 ci-dessous.  

 

 

Figure 23 : Contamination des fluorochromes dans tous les détecteurs  

Les billes ont été marquées individuellement avec chacun des 12 anticorps directement conjugués avec 
les fluorochromes et analysées au cytomètre. Le pourcentage de lumière provenant de l’excitation d’un 
fluorochrome qui contamine chacun des autres détecteurs a été calculé. Chaque barre représente le 
pourcentage de signal détecté d’un fluorochrome donné, mesuré par les autres détecteurs. Par exemple, 
les billes marquées par l’anticorps anti-CD16-FITC montre la plus grande contamination sur le détecteur 
PE et TxRed-PE et très peu ou pas de contamination sur les autres détecteurs (barres verte au 1er plan).  
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Enfin, pour exclure les cellules mortes de l’analyse, j’ai utilisé dans le panel pour les 

singes un fluorochrome réagissant aux amines (kit Aqua Live/Dead (Invitrogen, 

Carlsbad, CA), marqueur de discrimination entre les cellules vivantes et mortes 

(Perfetto et al., 2006b). 

 

IV - Protocole de marquage des échantillons : 

100µl de sang total est transféré dans un tube à fond rond de 5ml. Les érythrocytes 

sont lysés en utilisant un automate (TQ-Prep, Beckman Coulter). En général, pour des 

analyses concernant les lymphocytes et les monocytes, 100µl de sang total est suffisant 

pour avoir assez de cellules à analyser. Cependant, les cellules dendritiques 

représentant moins de 1% des cellules immunitaires, se retrouvent en très petit nombre 

dans le sang circulant. C’est pour cela que j’ai utilisé 2 tubes de 100µl de sang total, 

afin d’avoir assez de cellules dendritiques pour l’analyse cytométrique. La lyse des 

globules rouges est effectuée avant le marquage par les anticorps pour éviter la 

réduction de l’intensité de fluorescence de CD16 sur les cellules, dûe aux IgG Fcγ RIII 

dans le plasma qui peuvent potentiellement se lier à l’anticorps anti-CD16 (Huizinga et 

al., 1994). Le sang lysé des 2 tubes est transféré dans un seul tube, lavé avec 3ml de 

tampon PBS contenant 2% FBS, et ensuite incubé avec un cocktail d’anticorps pré-

mélangé, pour 15 minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière. Les cellules 

marquées sont ensuite lavées avec 3ml de PBS contenant 2% FBS et fixées avec 1% 

PFA fraichement préparé.  
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V - Acquisition des données et analyse de l’échantillon : 

Les échantillons ont été collectés sur un cytomètre BD FACSAria (BD Biosciences), en 

utilisant une pression de 20 psi et une buse de 100µm. La calibration de l’instrument est 

effectuée chaque jour en utilisant des billes fluorescentes (rainbow beads, BD 

Biosciences). En premier, l’acquisition par l’instrument des tubes d’échantillon appelés 

« contrôles », qui comportent le tube « négatif » ou non marqué, et les tubes de billes 

marqués individuellement par chacun des fluorochromes utilisés pour l’expérience, 

permette de calculer la matrice de compensation (Figure 23). Ensuite, entre 5x105 et 

1x106 cellules par échantillon ont été collectées, ce qui permet d’obtenir un minimum de 

200 cellules souches CD34+ et 500 CD123+ pDC, les 2 populations cellulaires les 

moins représentées dans un échantillon de sang normal. Les agrégats de 2 cellules, ou 

doublons, sont exclus de l’analyse en utilisant la mesure de la surface et la mesure de 

la hauteur du paramètre de taille relative (Forward Scatter) des cellules. Les cellules 

mortes sont exclues de l’analyse par leur identification positive au marqueur des 

amines. Les sous-populations de lymphocytes, monocytes et DC sont identifiées par le 

cytogramme FSC et SSC, par leur absence d’expression de certains marqueurs 

(sélection négative) et par l’expression positive de leurs marqueurs respectifs. Enfin, du 

fait du nombre très important d’informations numériques générées par un échantillon 

marqué par 12 anticorps, un logiciel d’analyse des données est absolument 

indispensable pour visualiser les nombreuses sous-populations identifiées. Le logiciel 

utilisé pour cette étude est FlowJo 8.7.1 (Treestar, Ashland, OR) et l’analyse 

informatique a été faire sur un ordinateur Macintosh. 
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VI - Pourcentages et nombres absolus des sous-populations de 

lymphocytes, monocytes et DC : 

Les nombres absolus dans le sang péripherique des populations de lymphocytes, de 

monocytes et de cellules dendritiques ont été calculés en multipliant le nombre total des 

globules blancs déterminé par un analyseur automatique d'hématologie, avec le 

pourcentage total de chaque population de cellules identifiées par cytométrie en flux, de 

l'ensemble de l’échantillon de sang. 
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PUBLICATIONS / RÉSULTATS 

 

Les travaux que j'ai réalisés au cours de ma thèse ont conduit à la publication de deux 

articles dans des revues scientifiques internationales. Le premier article, publié dans le 

journal « Cytometry Part A» en Mai 2010, a porté sur la mise au point et l’évaluation 

d’un panel multicouleurs de cytométrie en flux afin d’étudier simultanément les 

lymphocytes, les monocytes et les cellules dendritiques chez l’humain. Le deuxième 

article, publié dans le journal « Journal of Immunological Methods » en Août 2010 a 

porté sur l’immunophénotypage des lymphocytes, monocytes et cellules dendritiques 

chez le macaque rhésus, par un unique panel multicouleurs de cytométrie en flux. Cet 

article a permis en particulier de clarifier le phenotypage des sous-populations de 

cellules dendritiques. Ces articles et les résultats obtenus vous sont présentés dans les 

deux chapitres suivants. 

 

 

I – Article « Cytometry Part A» 2010 

Patrick Autissier, Caroline Soulas, Tricia H. Burdo, Kenneth C. Williams. (2010). 

“Evaluation of a 12-color flow cytometry panel to study lymphocyte, monocyte, and 

dendritic cell subsets in humans”. Cytometry A, May, 77(5): 410-9. 
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Résumé : 

Le suivi des changements dans les populations de cellules immunitaires chez l'homme 

tels que lymphocytes, monocytes et cellules dendritiques (DC) au cours de maladies 

infectieuses comme le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) est crucial. 

Cependant, des difficultés à identifier des populations cellulaires rares ou hétérogènes 

peuvent être limitantes. Par exemple, pour mesurer avec précision les sous-populations 

de cellules dendritiques, huit paramètres de cytométrie en flux sont nécessaires. 

L'objectif de ce travail est d'analyser chez l’humain le phénotype des sous-populations 

de lymphocytes, de monocytes et de cellules dendritiques en utilisant un seul panel 12-

couleurs de cytométrie en flux. Après la lyse des érythrocytes, le sang de donneurs 

sains a été lavé et marqué avec un cocktail de 12 anticorps. Les échantillons ont été 

analysés sur un FACSAria Becton-Dickinson équipé de trois lasers. Les données ont 

été comparées avec trois panels spécifiques à chaque lignée en utilisant 5-8 

combinaisons d’anticorps par lignée. Les données acquises ont été analysées à l'aide 

du logiciel FlowJo. Notre panel de 12 couleurs permet l'identification des sous-

populations de cellules circulantes suivantes dans un seul tube: les lymphocytes T 

CD4+ et T CD8+, les lymphocytes B, les cellules NK, les cellules NKT, les sous-

populations de monocytes (exprimant CD14 et/ou CD16), et cinq populations 

indépendantes exprimant HLA-DR et négatif pour les lignées 

(CD3+CD14+CD20+CD56) : les cellules souches hématopoïétiques CD34+, les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes CD123+, et trois sous-populations de cellules dendritiques 

myéloïdes CD11c+, exprimant soit CD16, CD1c (BDCA-1), ou CD141 (BDCA-3). Nous 

avons développé un seul panel de cytométrie en flux qui permet la détection simultanée 
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des populations de lymphocytes, monocytes et toutes les sous-populations connues de 

cellules dendritiques. L'étude de ces acteurs majeurs du système immunitaire dans un 

seul panel pourra nous donner une vision plus large de la réponse immunitaire au cours 

de l'infection par VIH et la capacité de mieux définir le rôle de chacune de ces 

population cellulaires individuelles dans la pathogenèse du syndrome 

d'immunodéficience acquise (SIDA).  
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II – Article « Journal Immunol Methods » 2010  

Patrick Autissier, Caroline Soulas, Tricia Burdo and Kenneth Williams. (2010). 

“Immunophenotyping of lymphocyte, monocyte and dendritic cells subsets in normal 

rhesus macaques by 12-color flow cytometry: clarification on DC heterogeneity”. J. 

Immunol Methods, 360, 119-128. 

 

Résumé : 

Le suivi des changements dans les populations de cellules immunitaires chez le singe 

rhésus au cours de maladies infectieuses est crucial. L'objectif de ce travail était 

d'analyser simultanément chez le singe rhésus le phénotype des sous-populations de 

lymphocytes, de monocytes et de cellules dendritiques en utilisant un seul panel 12-

couleurs de cytométrie en flux. Le sang de singes rhésus normaux non infectés a été 

marqué par un cocktail de 12 anticorps. Les données ont été comparées à trois petits 

panels spécifiques à chaque lignée et les pourcentages et nombres absolus de cellules 

ont été comparés. Notre panel de 12 couleurs permet d'identifier les principales sous-

populations suivantes : les lymphocytes T CD4+ et T CD8+, les lymphocytes B, les 

cellules NK, les cellules NKT, les sous-populations de monocytes (exprimant CD14 

et/ou CD16), et quatre populations indépendantes exprimant HLA-DR et négatif pour 

les lignées (CD3+CD14+CD20) : les cellules souches hématopoïétiques CD34+, les 

cellules dendritiques plasmacytoïdes CD123+ CD11c-, et deux sous-populations de 

cellules dendritiques myéloïdes CD11c+ CD16+ et CD11c-/dim CD1c+. Le 

développement d'un panel multicouleurs de cytométrie en flux permettra l’énumération 
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simultanée des lymphocytes matures, des cellules NK, des monocytes et des sous-

populations de cellules dendritiques. L'étude de ces acteurs majeurs du système 

immunitaire dans un seul panel pourra nous donner une vision plus large de la réponse 

immunitaire lors de l'infection par VIS et la capacité de mieux définir le rôle de chacune 

de ces population cellulaires individuelles dans la pathogenèse du syndrome 

d'immunodéficience acquise (SIDA). 
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DISCUSSION 

 

I – POURQUOI 12 COULEURS ? 

On peut en effet se poser la question de savoir pourquoi les compagnies de cytométrie 

fabriquent des instruments de plus en plus compliqués, mesurant un nombre toujours 

plus important de paramètres, rendant ainsi le travail des chercheurs toujours plus 

complexe afin de développer un panel d’anticorps cohérent. En effet, plus le nombre de 

paramètres mesurés est grand, plus le nombre de contrôles pour corriger les 

chevauchements spectraux entre fluorochromes est important afin de valider l’analyse. 

Pour analyser une expérience avec 2 ou 3 couleurs, il faut quelques minutes, alors 

qu’une expérience avec 12 couleurs peut prendre plusieurs heures (Baumgarth and 

Roederer, 2000; Perfetto et al., 2006a; Mahnke and Roederer, 2007). Enfin, développer 

un panel multicouleurs comme ceux de cette thèse prend des mois. En résumé, la CMF 

multiparamétrique peut être « intimidante » pour beaucoup de chercheurs, de par sa 

complexité à la mettre en œuvre. 

La réponse à cette question date en fait du tout début de la cytométrie et de 

l’immunophénotypage. En effet, les immunologistes pensaient à l’époque que chaque 

anticorps monoclonal était spécifique à une population cellulaire donnée et à sa fonction 

propre. Ainsi, il n’aurait pas été nécessaire de construire des appareils à plus de 2 ou 3 

paramètres. Malheureusement, ces prévisions se sont révélées incorrectes pour la 

plupart des leucocytes. Très rapidement, les chercheurs se sont aperçus que la 

molécule CD4 était non seulement exprimée par les lymphocytes T, mais aussi par les 
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monocytes. Parallèlement, les lymphocytes T et les cellules NK ont montré qu’elles 

exprimaient la molécule CD8. Ainsi, ces résultats ont montré que CD4 et CD8 étaient 

seulement spécifiques d’une fonction, et pas spécifiques d’une lignée cellulaire. Ce 

manque de dualité phénotype/fonction a été formellement établie en conjuguant les 

anticorps anti-CD4 et anti-CD8 avec un nouveau fluorochrome, la phycoérythrine (PE), 

et en marquant les cellules avec un anticorps anti-CD3 marqué avec FITC (Filion et al., 

1990). Depuis, les chercheurs se sont aperçus au fil des années que nombre 

d’antigènes de surface étaient exprimés par différentes populations cellulaires. Par 

exemple, CD4 est exprimé par les lymphocytes T auxiliaires, les monocytes et les 

cellules dendritiques, ou encore CD16 est exprimé par les cellules NK, les cellules NKT, 

les cellules dendritiques et les granulocytes. Par conséquent, pour séparer ces 

populations à l’analyse, il faut ajouter un ou plusieurs autres marqueurs. En fin de 

compte, on s’est aperçu que plus on ajoutait de marqueurs, plus on arrivait à 

« décortiquer » le système immunitaire et à visualiser des sous-populations nouvelles 

qui pouvait avoir un rôle important dans la réponse immunitaire (Perfetto et al., 2004).  

Ce travail de thèse montre la puissance d’analyse d’un panel 12 couleurs, capable 

d’identifier et de mesurer précisément et simultanément les populations de 

lymphocytes, de monocytes et de cellules dendritiques dans le sang. Le 1er avantage 

d’un panel multicouleurs est l’analyse phénotypique simultanée de cellules de types 

différents exprimant le même antigène. Cela conduit à une meilleure identification 

des populations cellulaires. Par exemple, un panel « lymphocyte » utilisé pour 

analyser les lymphocytes T et B comprend en général les anticorps anti-CD3, anti-CD4, 

anti-CD8 et anti-CD20. Cependant, en utilisant ce panel 4 couleurs, on exclut 
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potentiellement de l’analyse les cellules NKT (CD3+CD16+), une population qui pourrait 

jouer un rôle important dans l’infection par VIH (Li and Xu, 2008). De plus, cette 

population NKT est maintenant incluse dans le pourcentage total de lymphocytes T 

CD3+, du fait du manque de l’anticorps anti-CD16 dans le panel, et ainsi la 

« contamine ». L’utilisation d’un panel multicouleurs réduit considérablement les 

risques de contamination entre populations cellulaires différentes. Le 2ème 

avantage d’un tel panel  est qu’il permet l’analyse de cellules « rares » et 

hétérogènes, comme les cellules dendritiques. MacDonald et al a distingué 5 sous-

populations de DC : les pDC CD123+, les cellules souches hématopoïétiques CD34+, 

et 3 sous-populations de mDC exprimant à leur surface soit CD16, CD1c ou CD141 

(MacDonald et al., 2002). Cependant, les auteurs ont dû avoir recours à des techniques 

de purification cellulaire pour enlever toutes les cellules non DC, avant de faire le 

marquage phénotypique. Une autre possibilité aurait été d’utiliser tous les marqueurs 

d’exclusion (CD3+CD14+CD20+CD56, pour l’humain : CD3+CD14+CD20, pour le 

singe) dans un seul paramètre/couleur. Mais l’utilisation de ce paramètre « poubelle » 

aurait empêché l’identification des lymphocytes ou des monocytes. Avec les panels de 

cette thèse, il est inutile de faire une quelconque séparation cellulaire avant le 

marquage, ce qui pourrait altérer les pourcentages totaux de certaines cellules. Mais en 

plus, vu que les marqueurs d’exclusion sont utilisés de façon individuelle dans le panel, 

il est aussi possible de mesurer les lymphocytes et les monocytes. Enfin, le 3ème 

avantage, non négligeable, est la possibilité d’utiliser de petits volumes de sang pour 

une analyse des variations des populations leucocytaires. On obtient beaucoup plus 

d’informations pour moins d’échantillon. Cela devient important pour les études 
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longitudinales, ou le volume de sang provenant de patients peut être limité. En utilisant 

un seul panel pour mesurer les principales populations de leucocytes, nécessitant 

seulement 200µl de sang total, on peut utiliser beaucoup plus de sang pour d’autres 

analyses comme le tri cellulaire ou les mesures de cytokines.  

    

II – DIFFÉRENCE PHÉNOTYPIQUE ENTRE HUMAIN ET RHÉSUS 

Le développement de modèles animaux pour étudier des maladies humaines est crucial 

pour une meilleure compréhension de la maladie et évite de porter un préjudice 

physique aux êtres humains. Cependant, un bon modèle animal, pour le SIDA en 

particulier, doit remplir certains critères pour pouvoir être utilisé dans l’étude de 

l’infection : 1) il doit réagir de la même façon que l’être humain à l’agent infectieux, 2) 

son système immunitaire doit être le plus « proche » possible de celui de l’être humain, 

3) il doit développer la maladie de façon plus rapide afin que le temps de l’étude 

immunopathologique ne se mesure pas en années, mais en mois, 4) il doit pouvoir être 

facilement élevé en captivité.  

Tous ces critères sont satisfaits avec l’utilisation du macaque rhésus dans l’étude du 

SIDA. Le rétrovirus VIS, équivalent du VIH chez le singe, existe depuis très longtemps 

et est capable d’infecter près de 33 espèces de primates africains, mais sans provoquer 

de maladies. Par contre, si VIS infecte le macaque rhésus d’Asie, l’animal va 

développer le SIDA, à l’image des êtres humains, avec destruction des lymphocytes T 

CD4+, une réponse immunitaire forte au début mais qui n’arrive pas à stopper l’infection 

et en définitive un effondrement du système immunitaire (Fox et al., 1997; Geretti, 
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1999). Le travail sur le génome du rhésus a montré une homologie de 93% de leur 

séquence d’ADN avec l’être humain. En général, le macaque rhésus infecté par VIS va 

développer le SIDA en 2 à 3 mois, période beaucoup plus courte que l’humain et donc 

un gain de temps précieux pour la recherche. Enfin, le macaque rhésus se reproduit 

facilement en captivité. 

Cependant, le plus grand avantage de l’utilisation du macaque rhésus, est l’accessibilité 

pour les chercheurs à l’étude de la phase aigüe de l’infection, c’est à dire les 2 à 3 

premières semaines de l’infection, période qui est en général inaccessible chez les 

êtres humains. Cela a pris même une importance capitale avec la découverte que le 

VIS détruisait près de 60% des lymphocytes T CD4+ mémoires dans la phase aigüe 

(Mattapallil et al., 2005) 

Malgré tout, le système immunitaire du macaque rhésus n’est pas la copie conforme de 

celui de l’être humain, et il est toujours prudent d’étudier ou au moins de connaître les 

différences entre les 2 systèmes. C’est ce que j’ai voulu faire en développant ces 2 

panels de cytométrie. Au regard des résultats, on peut voir qu’il y a plusieurs 

différences dans l’expression ou non de certains antigènes par des populations 

cellulaires. Par exemple, contrairement à l’humain, CD8 est exprimé par une sous-

population de lymphocytes B et par la totalité des cellules NK chez le macaque. De 

plus, CD56 n’est pas exprimé par les cellules NK chez le singe, mais par les monocytes 

et les cellules dendritiques. Enfin, chez l’humain, 2 populations majeures de cellules 

dendritiques sont étudiées, les pDC CD123+ et les mDC CD11c+, alors que chez le 

macaque rhésus, une 3ème population de mDC CD1c+CD11c-CD123- a été 

nouvellement caractérisé dans mon 2ème article. Enfin, en termes de pourcentage et de 
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comptes absolus, il y a près de 2 fois plus de lymphocytes B chez le macaque par 

rapport à l’humain, mais il y a 4 fois moins de cellules NK chez le singe par rapport à 

l’humain. Cela peut signifier que le système immunitaire inné chez le singe est moins 

développé que chez l’humain, et pourrait avoir une incidence sur la réponse immunitaire 

provoqué par l’infection par VIS. 

En conclusion, ces 2 panels de 12 couleurs montrent les similarités et les différences 

phénotypiques des systèmes immunitaires du macaque rhésus et de l’humain et peut 

aider à une meilleure compréhension de l’immunopathologie du SIDA.  

 

III – ANALYSE MULTIPARAMETRIQUE : PERSPECTIVE D’AVENIR 

III.1 – Associer phénotype et fonction 

Jusqu'à récemment, la qualité de la réponse immunitaire à des antigènes viraux était 

basée sur les réponses anticorps mesurés par ELISA ou RIA (Davey and Lane, 1990; 

Farzadegan, 1994). Cependant, la quantification des réponses immunitaires dûes aux 

lymphocytes T CD4+ et T CD8+ est devenue de plus en plus importante pour essayer 

de comprendre le mécanisme de protection immunitaire à de nombreuses maladies 

infectieuses (Gruters et al., 2002; Kaur et al., 2003). Les techniques habituellement 

utilisées pour mesurer des paramètres tels que la prolifération cellulaire et la cytoxicité 

était la mesure de thymidine tritiée et la mesure de Cr51, 2 techniques très fiables mais 

avec certains désavantages comme l’utilisation de matériel radioactifs et surtout une 

mesure globale de toute la population lymphocytaire. Avec le développement de la CMF 

multiparamétrique et de marqueurs spécifiques pour certaines fonctions cellulaires 
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(prolifération, activation, cytokines, apoptose), il est maintenant possible de mesurer 

ces fonctions au niveau cellulaire et ainsi obtenir une vision beaucoup plus précise des 

mécanismes de la réponse immunitaire (Chattopadhyay et al., 2008). Le Tableau 3 ci-

dessous décrit un certain nombre de marqueurs utilisés pour étudier les fonctions 

cellulaires des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ pendant l’infection par VIH ou VIS 

(Chattopadhyay and Roederer). Il est fort probable que de plus en plus de laboratoires 

vont combiner phénotype et fonction dans les analyses en CMF afin d’avoir une vision 

plus « dynamique » du système immunitaire. 

 

Tableau 3 : Principaux marqueurs pour l’étude des fonctions des lymphocytes (d’après 
Chattopadhyay et al, Cytometry Part A, 2010). 
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III.2 – Quelle est la limite au nombre de couleurs mesurables ? 

A l’heure actuelle, l’instrument commercialisé le plus perfectionné (ex : BD Influx Cell 

Sorter) est capable théoriquement d’analyser jusqu'à 22 paramètres à l’échelon 

cellulaire, en utilisant jusqu'à 7 lasers, et à une vitesse de 200,000/sec. Cet instrument 

(la « Rolls » des cytomètres !) peut également trier jusqu'à 6 populations en même 

temps. Bien que la société Becton Dickinson, qui possède près de 50 % du marché, soit 

un très bon fournisseur d’instruments de cytométrie et aussi d’anticorps, il convient 

d’être prudent en lisant les caractéristiques techniques de l’Influx. En effet, utiliser 

aujourd’hui un panel de 22 anticorps couplé à des fluorochromes peut générer 

beaucoup de chevauchement spectral entre les fluorochromes. Cependant, il est clair 

que le futur de la cytométrie en flux va passer par une augmentation du nombre de 

paramètres mesurés.  

En effet, le cadre ou l’espace dans lequel le cytomètre peut mesurer des signaux 

optiques est limité et représente la lumière visible, de 400 à 800nm. Chaque 

fluorochrome a une longueur d’onde d’excitation et d’émission particulière. Par 

exemple, FITC a une longueur d’onde d’excitation optimale autour de 488nm, et réémet 

de la lumière à une longueur d’onde de 530nm. Par conséquent, chaque fluorochrome 

a une « place » déterminée au sein de cet espace de lumière. Ainsi, la combinaison des 

12 fluorochromes que j’ai utilisé pour ma thèse peut être représentée dans un cadre où 

l’axe des abscisses serait la longueur d’onde d’émission utilisable (400nm - 800nm) et 

l’axe des ordonnées la longueur d’onde d’excitation, représenté par les lasers utilisables 

(Figure 24).         
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Figure 24 : Le “navire du futur” CMF avec un nombre possible de “passagers”.  

 

C’est comme si la CMF représentait un navire dans lequel prennent place les 

fluorochromes. La longueur du navire contiendrait des rangées représentées par les 

différents lasers utilisables, et la largeur contiendrait les « sièges passagers » pour les 

fluorochromes, utilisant en moyenne à l’heure actuelle 50nm d’espace. Comment 

remplir les cases vides de ce « navire du futur » CMF, ou qu’est ce qui limite à l’heure 

actuelle le remplissage du « navire» ? 
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Nous savons que les 3 composantes majeures pour une augmentation du nombre de 

paramètres mesurés sont : les lasers, les fluorochromes et l’informatique. Le 

développement des lasers est arrivé à maturité avec l’utilisation de toute la gamme de 

la lumière visible, allant du laser UV à 350nm jusqu'au laser rouge à 635nm. Comme 

nous l’avons vu précédemment, il y a une trentaine de fluorochromes utilisables à 

l’heure actuelle, mais certains ont les mêmes caractéristiques optiques et ne peuvent 

donc pas être utilisé en même temps. Il faudra donc dans les années à venir 

développer de nouveaux fluorochromes qui pourront par leurs caractéristiques optiques 

d’excitation et d’émission  rentrer dans ce navire. Enfin, l’informatique devra être encore 

plus performante afin de pouvoir séparer dans le temps les signaux d’émission optiques 

des fluorochromes. Théoriquement, il serait possible de mesurer jusqu'à 40 paramètres 

à l’échelle cellulaire. Une fois cela accomplie, il faudra des logiciels d’analyse 

automatisée pour pouvoir analyser la montagne d’informations recueillis et évidemment 

essayer de donner un sens scientifique à ces résultats. 

 

Cette évolution de la cytométrie en flux multiparamétrique peut paraître très lointaine, 

mais il est important de rappeler qu’on est passé de 3 à 17 paramètres en moins de 20 

ans. Plus important encore, la technologie de base (lasers, fluorochromes, 

informatique) est en place et elle est très fiable. Je suis convaincu qu’il ne faudra pas 

attendre 20 ans de plus pour doubler le nombre de paramètres mesurables. La CMF va 

continuer à nous fournir des informations sur le système immunitaire qui, un jour peut-

être, permettra de trouver la solution au problème du SIDA et à d’autres maladies. 
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CONCLUSION 

Ces dernières années, l’immunophénotypage par cytométrie en flux a connu un essor 

très important et est devenu de plus en plus multiparamétrique, permettant l’analyse 

simultanée de multiples paramètres à l’échelon cellulaire. Afin d’optimiser la qualité des 

informations obtenues, les panels d’anticorps doivent être développé avec soin, en y 

incluant des contrôles nécessaires à chaque étape. Ce processus de développement et 

d’optimisation d’un panel multicouleurs est très laborieux et demande beaucoup de 

temps. Cependant, une fois validées, les informations apportées par un tel panel se 

révèlent d’une grande importance et beaucoup plus précises que celles obtenues par 

un plus petit panel, et justifie amplement l’investissement de temps.  

Les résultats présentés dans cette thèse ont été réalisé sur les 2 dernières années, et a 

nécessité un travail considérable de mise au point et de validation des 2 panels 12 

couleurs de cytométrie en flux pour la mesure des principales cellules du système 

immunitaire chez l’homme et le macaque rhésus. En utilisant uniquement 200µl de 

sang, et en moins d’1 heure, il est maintenant possible de mesurer précisément les 

lymphocytes T CD4+ et T CD8+, les lymphocytes B, les cellules NK et NKT, les sous-

populations de monocytes et de cellules dendritiques chez l’homme et le macaque 

rhésus. De plus, l’analyse multiparamétrique sur le macaque rhésus a démontré pour la 

1ère fois l’existence de 2 populations distinctes de cellules dendritiques myéloïdes : les 

CD11c+ CD16+ et les CD11c-/dim CD1c+. Je pense que ces 2 panels devraient devenir 

un outil important pour étudier les interactions entre les différentes populations de 

cellules immunitaires pendant l’infection par VIH ou VIS, et pourraient même être 

applicable pour d’autres maladies. Enfin, il devient maintenant possible d’étudier 
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facilement les cellules dendritiques, autrefois si difficiles à identifier de par leur rareté 

dans le sang et leur hétérogénéité. 

Ce travail démontre que la cytométrie en flux a fait d’énormes progrès ces 15 dernières 

années, passant rapidement de 5 paramètres mesurables à près de 17 paramètres à 

l’heure actuelle. Maintenant, les instruments commercialisés bénéficient des dernières 

avancées technologiques et il n’est plus nécessaire de faire d’importantes modifications 

pour optimiser l’instrument. De même, du fait de l’automatisation de l’instrument et de 

sa fiabilité, un ingénieur hautement qualifié n’est plus primordial, et le niveau de 

compétence de l’opérateur s’est maintenant déplacé plus vers la question scientifique 

elle-même, et moins vers le côté technique de la machine. Enfin, rien ne serait possible 

sans le développement des anticorps et fluorochromes nécessaires à ces analyses 

multiparamétriques. Un choix très important d’anticorps est maintenant disponible 

commercialement et il n’est donc plus nécessaire de les développer au laboratoire. 

Toutes ces avancées font qu’à l’heure actuelle, il n’est techniquement plus compliqué 

de réaliser une analyse multiparamétrique de 8, 10 ou même 12 couleurs. 

En conclusion, les 2 articles publiés dans Cytometry Part A et Journal of Immunological 

Methods, issus de ce travail, détaillent par le menu les panels de cytométrie humain et 

macaque rhésus, la configuration optique de l’instrument, les anticorps utilisés, ainsi 

que l’analyse des données et la description de chaque population cellulaire qui en 

découlent. Tous ces détails devraient permettre à d’autres chercheurs, possédant cette 

technologie, de réaliser très facilement ce genre d’analyse immunophénotypique 

complexe, que ce soit dans le domaine du SIDA, ou d’autres maladies infectieuses 

et/ou hématologique.  
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Résumé 
Le suivi des changements dans les populations de cellules immunitaires tels que les 
lymphocytes, monocytes et cellules dendritiques (DC) au cours de maladies infectieuses 
comme le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) chez l’homme ou son équivalent chez le 
singe (VIS) est crucial. L'objectif de ce travail consiste en la mise au point de 2 panels 
multicouleurs de 12 anticorps permettant d'analyser simultanément les principales populations 
de cellules immunitaires, respectivement chez l’humain et le macaque rhésus. Au terme de ce 
travail, il est maintenant possible de mesurer précisément tous les principaux acteurs du 
système immunitaire, à savoir les lymphocytes T CD4+ et T CD8+, les lymphocytes B, les 
cellules NK et NKT, les sous-populations de monocytes, et toutes les sous-populations de 
cellules dendritiques. L’intérêt de ce travail est d’étudier les interactions entre les différentes 
populations de cellules immunitaires durant l’infection par VIH chez l’homme, ou VIS chez le 
singe ou potentiellement d‘autres maladies, et en particulier de mieux comprendre le rôle 
important que les cellules dendritiques jouent dans la progression de ces maladies. 

Mots-clés : Cytométrie en flux multiparamétrique, lymphocyte, monocyte, cellule dendritique, 
immunophénotypage, singe rhésus. 

 

Abstract 
Monitoring changes in immune cell populations such as lymphocytes, monocytes and dendritic 
cells (DC) during infectious diseases like human immunodeficiency virus (HIV) or its counterpart 
in rhesus monkeys (SIV) is crucial. The goal of this work is to develop 2 multicolor flow 
cytometry panels comprising of 12 antibodies, allowing measuring simultaneously the main 
immune cells population, respectively in humans and rhesus monkeys. After 2 years of 
development and optimization, we can now measure precisely all the main actors of the immune 
system, that is CD4+ and CD8+ T lymphocytes, B lymphocytes, NK and NKT cells, the 3 
monocyte subsets, and all the dendritic cell subsets. The advantage of this work is to study 
interactions between different cell populations of immune cells during HIV infection in humans, 
or SIV infection in monkeys, or potentially other diseases, and in particular to better understand 
the important role that dendritic cells might play in disease progression.  

 

Key-words : Muliparameter flow cytometry, lymphocyte, monocyte, dendritic cell, 
immunophenotyping, rhesus monkey 


