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EVs : vésicules extracellulaires
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MP : microparticule

NETs : Neutrophil Extracellular Traps

PAF : facteur d’activation plaquettaire
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PE : phycoérythrine
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RESUME

Les microparticules (MP) circulantes, issues de la vésiculation des cellules en réponse
a un stimulus, par les molécules qu'elles vectorisent, sont impliquées dans le transfert
horizontal d’information et dans une multitude de processus biologiques. Depuis quelques
années, leur potentiel de biomarqueur suscite un intérét croissant. En revanche leur petite
taille, comprise entre 0,1 et 1 um, rend difficile leur détection.

Les progrés technologiques de ces derniéres années ont permis le
développement d’outils performants adaptés a I'étude des MP comme par exemple la
cytomeétrie de flux (CMF). En effet la CMF offre un fort potentiel d’analyse des MP en
permettant une analyse multiparamétrique, rapide, de milliers d’événements par seconde et
présente des caractéristiques de spécificité et sensibilité intéressantes.

Cependant cet outil initialement développé pour I'étude cellulaire, doit faire I'objet
d’adaptation afin de permettre la détection des MP, de facon précise et standardisée, dans
le cadre de leur utilisation dans le domaine clinique.

Les objectifs de ce travail ont été sur le plan bibliographique de montrer I'évolution
et les spécificités de la CMF adaptée a I'étude des MP et sur le plan expérimental d'évaluer
les performances d'un nouveau cytometre fluo-sensible (le CytoFLEX S, Beckman-Coulter)
dans la mesure des MP en condition physiologique et pathologique en prenant des plasmas
de sujets sains et de patients présentant une thrombopénie induite par I'héparine (TIH)
comme modeles.

Nous avons, dans un premier temps, montré la supériorité des performances du
CytoFLEX S en comparaison a un cytometre classiguement utilisé dans la détection des MP,
le Gallios(Beckman-Coulter). Dans un deuxieme temps des tests en condition plasmatique
sur des sujets sains ont prouvé la faisabilité de I'utilisation de ce nouveau cytometre en
condition clinique ainsi gu’un gain de détection de MP chez des sujets sains. Enfin
I'application a la cohorte clinique de sujets atteints de TIH a permis de mettre en évidence
une augmentation significative des concentrations de MP leucocytaires chez les sujets
pathologiques. En revanche cette étape a également mis en évidence qu’un gain en
sensibilité de fluorescence pouvait conduire a une variabilité de détection des MP, en réalité
lié a la détection d’événements non spécifiques.

En conclusion, les résultats de notre étude montrent une amélioration de la
détection et caractérisation des MP par CMF avec le cytométre fluo-sensible CytoFLEX mais
montrent également les difficultés liées a la détection de petites MP en raison de leur
proximité avec le bruit de fond de fluorescence. Ceci représente donc un nouveau challenge
pour la CMF des MP avec la nécessité de développer de nouveaux outils et stratégies pour
permettre un dosage a la fois sensible, spécifique et reproductible. Ces développements
méthodologiques sont nécessaires pour permettre une meilleure définition de l'intérét des
MP en tant que biomarqueur en clinique.
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CYTOMETRIE EN FLUX DES MICROPARTICULES:

APPLICATION A LA THROMBOPENIE INDUITE A
L HEPARINE

INTRODUCTION

Les vésicules extracellulaires (EVs) désignent I’'ensemble des vésicules émises par les
cellules eucaryotes ou procaryotes quelque soit leur mécanisme de formation ou leur
composition. Elles regroupent les corps apoptotiques, les exosomes et les microvésicules
également nommeées microparticules (MP). Par les molécules qu'elles vectorisent, elles sont
impliquées dans le transfert horizontal d’information et dans une multitude de processus
biologiques. Depuis quelques années, leur potentiel de biomarqueur suscite un intérét
croissant.

En revanche, la taille des EVs rend leur détection difficile et le manque de
standardisation freine leur développement comme biomarqueurs et des méthodologies
adaptées sont nécessaires. Parmi ces méthodologies, la cytométrie en flux (CMF)
développée initialement pour I'étude cellulaire est aujourd’hui un outil de choix pour la
guantification et la qualification des EVs de grosse taille a savoir les MP et les corps
apoptotiques.

Apres une breve introduction sur les MP, la partie bibliographique de ce travail
s'attachera a montrer |'évolution et les spécificités de la CMF adaptée a I'étude des MP. La
partie expérimentale de ce travail a pour objectif d'évaluer les performances d'un nouveau
cytomeétre fluo-sensible (le CytoFLEX S, Beckman-Coulter) dans la mesure des MP en
condition physiologique et pathologique en prenant des plasmas de sujets sains et de

patients présentant une thrombopénie induite par I'héparine (TIH) comme modéles.
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PARTIE I : LES MICROPARTICULES

I)

DEFINITION

Historiqguement les microvésicules décrites par Wolf (Wolf 1967) pour leur propriété

procoagulante étaient nommées microparticules (MP), c’est donc le terme que nous avons

choisi d’employer tout au long de ce manuscrit.

Brievement, les MP sont des vésicules extracellulaires dont la taille est comprise

entre 0,1 et 1 um (avec un pic autour de 200 nm) issues d'un remodelage de la membrane

plasmique appelé ectocytose. Toutes les cellules sont capables de produire ce type de

vésicules a |'état basal. Ce phénoméne est amplifié par stimulation. Le tableau 1 résume les

caractéristiques des MP en termes de mécanisme de formation, de composition et de taille

les comparant a celles des exosomes et des corps apoptotiques.

Microparticules, Ectosomes, Microvésicules Corps apoptotiques
‘ -
“ Il -
¥ . o 5 "
eJ w'
ke
Taille 30-300 nm 0,1-1um 0,5-4um
Morphologie Arrondies Hétérogénes Hétérogeénes
CD81 PMP ERY-MP GRAN-MP MONO-MP ENDO-MP
SOREATAS CD42 CD146
) CD31 i CD144
Marqueurs TSG101 CD11b CD14 Histones, ADN
CD41 CD235a CD31
ADAM10 D61 CD66b HLA-DR* i
EHD4 CD15*
CcD62P CD105
Ps - -
Origine Exocytoses Vésiculation Mort cellulaire
Composition Protéines, ARNm, JARN Protéines, ARNm, LARN Protéines, ARNm, LARN, ADN
Centrifugation > 100 000g <100 000g <10 000g

Tableau 1: Caractéristiques des vésicules extracellulaires. PMP: MP plaquettaire; Ery-MP: MP
érythrocytaire; Gran-MP: MP-granulocytaire; Mono-MP: MP Monocytaire; Endo-MP: MP endothéliale;
PS: phosphatidylsérine. Tableau de (Balducci et al. 2012) adapté selon (Kowal et al. 2016) *Données
obtenues au laboratoire
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II) FORMATION ET COMPOSITION DES MP

Les MP sont émises par vésiculation a partir des cellules en réponse a différents
stimuli ou lors de l'apoptose. La membrane cellulaire est composée d’'une bicouche
phospholipidique qui est asymétrique au repos. Les PL cationiques tels que |Ia
phosphatidylcholine et la sphingomyéline sont concentrés sur le feuillet externe tandis que
les PL anioniques comme la phosphatidylsérine (PS) sont séquestrés sur le feuillet interne. La
formation et la libération des MP nécessite un remaniement de la membrane plasmique
conduisant classiguement a une surcharge de PS sur le feuillet externe de la membrane
aboutissant au bourgeonnement cellulaire. Les mouvements de phospholipides entre
feuillets internes et externes sont assurés par des activités transportrices de
phospholipides tels que des flippases, des floppases et des scramblases dont certaines sont
maintenant bien identifiées comme la molécule TMEM16F pour I'activité scramblase (Ridger
et al. 2017). La plupart de ces activités sont dépendantes de la concentration calcique. Des
mécanismes indépendants de I'externalisation de la PS ont également été décrits.

En parallele, l'augmentation de calcium intra-cytoplasmique active un clivage
protéolytique du cytosquelette par des enzymes comme les calpaines et une cascade de
signalisation aboutissant a la phosphorylation des chaines légeres de myosine. Ainsi, la
combinaison du détachement local de la membrane plasmique avec le cytosquelette et la
contraction de celui-ci aboutit a la libération de la MP. Ces mécanismes ont récemment été

détaillés par Florence Toti (Ridger et al. 2017)(Figurel) .
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Figure 1: Au repos, la PS est concentrée a la membrane interne par l'activité de la flippase. Lors de
'activation cellulaire et de Il'inhibition de la flippase dépendante du calcium, la PS est retrouvée sur le
feuillet externe conduite par TMEM-16F. La concentration élevée de calcium en partie di aux canaux
SOCE favorisent la constitution des plateformes TMEM16-F par oligomérisation. Un déséquilibre
transitoire des phospholipides associé a la protéolyse du cytosquelette par les calpaines et / ou les
caspases conduit au relargage de MP. Le PS exposée catalyse l'assemblage des complexes de
coagulation sanguine a la surface de la cellule et de la MP. (E: Enzyme, S: substrat, cofacteur CF)
Extrait de Ridger et al 2017

Les MP formées a partir du bourgeonnement cellulaire emportent au moment de la
vésiculation une partie de la membrane plasmique et du contenu de la cellule dont elles sont
issues. De ce fait elles sont principalement constituées de lipides, de protéines mais
également vectorisent des acides nucléiques. Les MP d’un sujet sain contiennent une
majorité de PL dont 60% de phosphatidylcholine mais exposent également de la
sphingomyéline, phosphatidyléthanolamine et de la PS (Weerheim et al. 2002). Cette
composition dépend essentiellement de I'état de la cellule d'origine au moment du
phénoméne de vésiculation donc non seulement de sa nature mais également du stimulus
qui a provoqué la vésiculation.

Parmi les protéines emportées au moment de la vésiculation on retrouve par
exemple des intégrines, des molécules du complexe d’histocompatibilité, des protéines de
régulation de l'apoptose ou des enzymes (Nielsen et al. 2017). La localisation sur la
membrane plasmique et le mode d'attachement au cytosquelette influent sur la probabilité

pour une molécule d'étre emportée sur les MP.
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Ainsi ces derniéres sont enrichies en molécules issues des zones riches en cholestérol
(lipid rafts) ou attachées par une ancre glycosylphosphatidylinositol.

Enfin, les acides nucléiques contenus dans le cytoplasme cellulaire comme les ARNm
ou les micro-ARN (miR), peuvent étre emportées par les MP qui participent au transfert
d’informations génétiques induisant des changements phénotypiques transitoires ou

persistants sur des cellules receveuses.

III) ROLES BIOLOGIQUES DES MICROPARTICULES

DG au large panel de molécules gu’elles sont capables de vectoriser, les MP sont
impliquées dans de nombreux processus physiopathologiques tels que la coagulation,
I'inflammation, I'angiogénése ou la dysfonction endothéliale. Leur implication dans la
coagulation et I'inflammation pose la question de leur role dans la thrombose.

Dans la cadre de cette theése, je me limiterais a développer leur action dans
I’'hémostase et l'inflammation afin de mieux appréhender leurs potentielles implications

dans la thrombopénie induite a I’'héparine (TIH).

A)ROLE PROTHROMBOTIQUE DES MP

1) MP, PHOSPHATIDYLSERINE ET FACTEUR TISSULAIRE

L'expression de PS et de facteur tissulaire (FT) par les MP sert de base a leur effet
procoagulant (Owens et al Circ Res 2012). La PS facilite I'assemblage des complexes calcium-
dépendant de la coagulation. Le FT est le principal initiateur de la coagulation. Il forme un
complexe avec le facteur VIl et le facteur X pour générer du facteur Xa. La PS et le FT ne sont
pas indépendants I'un de l'autre. En effet, la PS est nécessaire a la pleine activation du FT.
Ainsi, c'est la combinaison des deux molécules sur une surface restreinte qui aboutit a la
formation de MP trés procoagulantes comme par exemple les MP issues de monocytes,
d'endothélium activés (Figure 2), ou les MP cancéreuses. La présence de FT a la surface de
MP plaquettaires a fait débat dans la littérature mais provient probablement d'un transfert
de FT par des MP d'origine monocytaire ou endothéliale.

De nombreux modeles animaux de thrombose ont montrés que l'injection de MP
exogénes ou certaines MP endogenes s'accumulaient sur le site de lésion vasculaire et

participaient a la croissance des thrombi (Mege et al. 2016).
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2) MP, FACTEURS CONTACTS, POLYPHOSPHATES ET NETS

A coté de ces mécanismes classiquement décrits, de nouvelles voies procoagulantes
ont également été avancées pour expliquer la contribution des MP a la thrombose. Le
groupe de Thomas René a mis en évidence la présence de FXlla sur les PMP et MP
endogéne de la coagulation. De maniére intéressante, ils ont également montré que les
souris KO pour le FXII, FXI et le kininogéne étaient protégées contre la mortalité provoquée
par l'infusion de MP dérivés du cancer de la prostate sur un modeéle d'embolie pulmonaire
(Nickel et al. 2015, 2016). Ces MP exposent également des polyphosphates qui sont des
activateurs du FXIl inorganiques stockés dans les plaquettes et libérés lors de leur activation.
Ceci suggere que les tumeurs pourraient générer des MP riches en polyphosphates qui
activeraient la phase contact favorisant ainsi la formation du thrombus.

Récemment il a également été montré que les MP pouvaient contribuer a la
thrombose en provoquant la formation de Neutrophil Extracellular Traps (NETs) (Leal et al

Sci Report 2017).

B) ROLE ANTI THROMBOTIQUE DES MP

Nous venons de décrire la fonction procoagulante des MP, cependant il a également
été montré qu'elles pouvaient avoir un réle anticoagulant. Des molécules anticoagulantes
sont vectorisées par les MP comme l'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI), la
thrombomoduline (TM) ou les protéines C et S. Par exemple, les MP endothéliales,
monocytaires et tumorales peuvent porter du TFPI. Ceci a été décrit par exemple chez les
patients souffrant d'infarctus du myocarde et de diabéte (Steppich et al. 2005; Tsimerman et

al. 2011; Koshiar et al. 2014).
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D’autres MP participent a la régulation de la génération de thrombine par expression
de TM par les Mono-MP et du récepteur de la protéine C (EPCR) par les Endo-MP. Les Ery-
MP vectorisent les protéines C et S, impliquées dans la régulation de génération de
thrombine.

Plus récemment, il a été montré que I'action anticoagulante des MP peut également
provenir de I'action de miR transportés par les MP et transférés a des cellules cibles. Ainsi les
MP porteuses de miR-19b et miR-223 interférent avec la synthése du FT par les cellules
endothéliales (Li et al. 2014).

D'autre part, des MP fibrinolytiques vectorisant l'urokinase (u-PA) ou l'activateur
tissulaire du plasminogene (t-PA) ont été rapportées dans la circulation de sujets sains et
dans diverses circonstances pathologiques (Lacroix et la JTH 2013).

Ainsi le role des MP dans I'hémostase pourrait résulter d'une balance entre leur
activité procoagulante et anticoagulante/fibrinolytique (Figure 3). Cependant, le fait méme
ou les circonstances dans lesquelles le coté anticoagulant ou fibrinolytique pourrait

compenser le c6té procoagulant sont encore inconnus.
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Figure 3 : Les microparticules sont des supports de la coagulation et de la fibrinolyse. Adapté de
(Lacroix et al. 2013).
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C) ROLE DANS L'INFLAMMATION

La modulation de l'inflammation par les MP est complexe et a été décrite dans de
nombreux travaux. Elles agissent par exemple en vectorisant des molécules de
I'inflammasome comme les phospholipides oxydés capables d’activer les récepteurs du
facteur d’activation plaquettaire (PAF) présents sur les cellules endothéliales et les
leucocytes (Watanabe et al. 2003). Elles constituent un substrat pour la phospholipase A2,
aboutissant a la synthése d’acide lysophosphatidique, puissant médiateur pro-inflammatoire
et agoniste plaquettaire (Barry et al. 1999).

Les MP favorisent également les interactions entre leucocytes et endothélium et
participent au recrutement des cellules immunitaires par exemple en induisant I'expression
d’ICAM-1 sur I'endothélium secondaire a I'apport d’acide arachidonique qu’elles vectorisent
(Barry et al. 1997, 1998). De méme, les MP plaquettaires peuvent faciliter le recrutement de
nombreuses cellules immunes (monocytes, lymphocytes T et B, cellules NK) (Forlow et al.
2000; Ogura et al. 2001; Baj-Krzyworzeka et al. 2002).

Les MP agissent aussi en provoquant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par
interactions avec les cellules endothéliales (IL-1b, IL-6, IL-8, MCP-1) ou monocytaires (IL-1b,
TNFa, II-8) (Mesri and Altieri 1998, 1999; Nomura et al. 2001; Distler et al. 2005).

Il est important de souligner que le lien étroit existant entre inflammation et
coagulation est en parti supporté par I'action des MP.

Par exemple il a récemment été décrit que I'activation de macrophages induite par
I’ATP extracellulaire (signal de dommage cellulaire) provoquait une vésiculation de MP
procoagulantes exprimant du FT via I'activité caspase 1 (Rothmeier et al. 2015).

En résumé, les MP servent de cargo transportant des molécules effectrices d’'une
cellule vers I'autre influencant ainsi diverses réactions physiopathologiques et participant a
la communication intercellulaire. Les molécules vectorisées dépendent de la cellule dont
sont issues les MP et de I'état initial de la cellule. De ce fait il est important de bien définir le
profil d’action biologique de chaque sous-population de MP pour identifier précisément

leurs roles au plan physiologique et pathologique (Figure 4).
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Figure 4 : Microparticules : Cellules miniatures aux multiples facettes-Exemple de MP endothéliales-
(Dignat-George and Boulanger 2011)

APC : protéine C activée ; eNOS : nitric oxide synthase endothéliale ; EPCR : récepteur endothélial de
la protéine C ; ICAM-1: molécule d’adhésion intercellulaire 1 ; MMP : metalloprotease matricielle ;
PECAM-1 : molécule d’adhésion plaquettes/endothélium 1 ; PS : phosphatidylserine ; FT : facteur

tissulaire ; TM : thrombomoduline ; uPA : urokinase ; uPAR : récepteur de l'urokinase ; VCAM-1 :
molécule d’adhésion des cellules vasculaires 1

IV) ROLE PHYSIOPATHOLOGIQUE DES MICROPARTICULES
EN PATHOLOGIE : EXEMPLE DE LA THROMBOPENIE

INDUITE A L'HEPARINE (TIH)

Les thrombopénies induites par I’héparine (TIH) sont des complications immunes des
héparinothérapies causées par la synthése d’anticorps reconnaissant les complexes formés
par I’"héparine (H) fixée au facteur plaquettaire 4 (PF4).

Le développement de TIH dépend du type d’héparines prescrites mais dépendent
également du contexte clinique. Leurs survenues sont favorisées dans les indications
chirurgicales notamment cardiaques avec circulation extracorporelle (CEC) ou en chirurgie
orthopédique ou I'étendue des lésions majorent le risque de développer une TIH (Gruel et al.

2014).
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La TIH de type | consiste en une thrombopénie aigue survenant dans les minutes
post-héparinothérapies causée par I'agglutination des plaguettes induites par I’héparine. La
TIH de type Il associe paradoxalement thrombopénie et thromboses et les plaquettes

remontent deés I'arrét du traitement (Arepally 2017).

A)PHYSIOPATHOLOGIE DE LA TIH

L'héparine (chargée négativement) et le PF4 (chargé positivement) forment des

complexes par interactions électrostatiques induisant une modification de la structure
tridimensionnelle du PF4 qui est alors reconnu par le systtme immunitaire induisant la
production d’anticorps dirigés contre le complexe PF4-Héparine (PF4 /H) (Figure 5).
Le PF4 est une chemokine cationique physiologiquement exprimée par les mégacaryocytes,
stockée sous forme complexée a la chondroitine sulfate appartenant a la famille des
glycosaminoglycanes (GAG) anioniques dans les granules o des plaquettes. Les GAG sont des
longues chaines polymérisées de polyosides chargées négativement que I'on retrouve a la
surface des cellules hématopoiétiques et vasculaires. Le PF4 peut interagir avec les GAG
entrainant la formation de complexe antigénique a la surface des plaquettes, des
monocytes, des polynucléaires neutrophiles et des cellules endothéliales.

8 a 17% des patients traités par HNF et 2 a 8% des patients traités par HBPM ou
Fondaparinux développent des anticorps anti-PF4/H (Arepally 2017). La fréquence
d’apparition de ces anticorps, inhabituellement élevée, soutient |’hypothése d’une
interaction entre le PF4 et les GAG bactériens. Le PF4 aurait alors un réle dans la défense
antibactérienne et les TIH pourraient étre le résultat d’une réaction immunitaire mal dirigée

des anticorps anti-PF4/GAG bactériens contre les complexes PF4/H (Krauel et al. 2011).

Figure 5: Modéle schématique de

“~~~.~ Heparin

l'activation  plaquettaire  dans les

& Platelet Factor 4
thrombopénies induites a [I'héparine. ¥ ;\@/\"i '%’,3\.’“ ol
3 39 M\ i - :Y IgG Molecule

L'activation plaquettaire résulte de la
fixation des IgG anti-PF4/H couplées a (' FRMRLEE R
leur antigéne en surface plaquettaire via

le récepteur Fc aux immunoglobulines

de type lla. Adapté de Warkentin et al.

1996 Transfusion medecine reviews.
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B) LA TIH : UNE REACTION IMMUNITAIRE ATYPIQUE

Les caractéristiques de la réaction immunitaire humorale de la TIH ne correspondent
pas a un profil d’allo-immunisation classique primaire ni secondaire.

En effet, contrairement a ce qui est observé dans les réactions immunitaires
primaires, lors d’une TIH les IgG, IgA et IgM apparaissent simultanément sans étre associées
a une commutation isotypique et apparaissent entre le 3 et le 12°%me jour. Pour plus de deux
tiers des patients les anticorps anti-PF4/H apparaissent entre le 3°™ et le 6™ jour
(Greinacher et al. 2009)(Figure 6). De plus, les 1gG anti-PF4/H présentent une plus faible
réactivité que celles observés lors de réaction immune secondaire et ne persistent pas au-

dela de 3 mois (P6tschke et al. 2012).
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Figure 6: Comparaison de la cinétique de réponse humorale primaire classique et lors de la TIH de

type Il par Greinacher et al. Blood 2009.

Greinacher évoque la possibilité d’'une réponse secondaire impliquant une exposition
préalable des patients au complexe PF4/H ou du moins a des antigenes d’origines
environnementaux ou microbiens entrainant une réaction croisée. Seules les 1gG semblent
étre impliguées dans la pathogénese de la TIH car seul cet isotype est capable d’induire
I'activation plaquettaire (Warkentin et al. 2009). Bien que les IgA et IgM soient fréquemment
détectées lors de TIH leur réle est largement débattu. Ces immunoglobulines n’ont pas la
capacité de se fixer aux plaguettes et n’induisent pas d’activation plaquettaire. Une étude
rapporte tout de méme 12 cas de patients présentant une TIH clinique probable en I'absence

de détection d’IgG anti-PF4/H (Amiral et al. 1996).
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C) MECANISMES THROMBOTIQUES

L’activation intravasculaire des plaquettes, des leucocytes et de I'endothélium

conduisent a un état d’hypercoagulabilité responsable de thromboses.

1) ACTIVATION PLAQUETTAIRE ET MICROPARTICULES

Les IgG anti-PF4/H reconnaissent d’'une part le complexe PF4/H présent en surface
plaquettaire et d’autre part le FcyRlla impliqué dans I’activation plaquettaire. L’activation
intracellulaire est responsable de la production d’ADP et de TxA2 ainsi que de I'activation de
I'intégrine a3 favorisant I’agrégation plaquettaire.

D’autre part la reconnaissance des plaquettes par des anticorps augmente
leur clairance expliquant la thrombopénie observée. L’activation plaquettaire induit la
sécrétion de plus de PF4 et des agrégats de plaquettes activées se forment via l'intégrine
activée oyip3s.

Les plaquettes deviennent procoagulantes par expression membranaire de PS et
produisent des MP (Madeeva et al. 2016) (Figure 7). En effet, dés 1994, Warkentin utilise la
CMF et des tests d’activité sur des plasmas de patients atteints de TIH et montre une
stimulation de la formation de PMP en présence d’héparine ainsi que leur activité
procoagulante. Dans les mémes conditions, aucun sérum issu de patients atteints de
thrombocytopénie induite par la quinine n’a généré de MP. Il émet I’hypothese que les PMP
participent a la formation des thrombus dans les TIH (Warkentin et al. 1994). En 2000, une
analyse morphologique soutient cette hypothése en montrant la présence de PMP a la
surface des plaquettes activées des patients atteints de TIH a I'aide de la microscopie

électronique (Hughes et al. 2000).

22



Liaison de I'héparine avec le facteur plaquettaire 4 (FP4)
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Figure 7: Formation du complexe PF4-Héparine reconnus par les anticorps pathogénes aboutissant a

'activation plaquettaire

2) ACTIVATION MONOCYTAIRE, ENDOTHELIALES ET MICROPARTICULES

Traditionnellement I'activation plaquettaire est reconnue comme I’'élément précoce
et indispensable du déclenchement de la TIH. Cependant I'activation monocytaire, joue un
role important dans la pathogéneése, elle est due a la reconnaissance des complexes
PF4/GAG monocytaire par les IgG anti-PF4/H circulants et a la liaison de ces complexes sur le
récepteur FcyRl. Les GAG monocytaire (sulfate d’héparane et du sulfate de dermatane) ont
une affinité pour le PF4 supérieure a celle de la chondroitine sulfate présente sur les
plaguettes. Cette différence d’affinité est a I'origine d’un transfert du PF4 des plaquettes
vers les monocytes lorsque les taux restent faibles. Les complexes PF4/GAG monocytaires
sont précocement reconnus par les anticorps anti-PF4/H. En paralléle lorsque I'amplification
de I'activation plaquettaire atteint un seuil suffisant pour générer des taux élevés de PF4, les
plaguettes deviennent la cible principale des anticorps.

Une fois activés, les monocytes expriment du facteur tissulaire (FT) (Pouplard et al.
2001) impliqué dans la génération de thrombine. Les MP-monocytaires produites suite a
I'activation cellulaire expriment elles aussi du FT. Ces MP ont été retrouvées dans les

thrombi formés, ainsi les monocytes et MP FT+ participent a la formation des thrombi.
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De plus la génération de thrombine en surface des monocytes activés (exprimant le
FT) provoque l'activation plaquettaire via les récepteurs Protease Activated Receptor (PAR)
couplés aux protéines G. Cette boucle d’amplification favorise I'agrégation plaquettaire

(Figure 8).
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En 2012, une expérience in vitro prouve la production de MP-FT+ par les monocytes
activés en présence de PF4, d’héparine et d’anticorps monoclonaux d’origine murin
spécifique du complexe PF4/H (Kasthuri et al. 2012). Cette activation est médiée par le FcyRl
et requiert I'activation de la voie de signalisation MEK1-ERK1/2.

Récemment une étude a rapporté la présence de MP portant du PF4 (MP-PF4+) dans
la circulation des patients atteints de TIH. Par ailleurs chez les patients atteints de TIH, un
taux élevé de MP-FT+ semble étre corrélé a la survenue de complications thrombotiques
(Campello et al. 2017). Ainsi, les MP pourraient permettre I'identification des sujets atteints
de TIH présentant un fort risque thrombotique et de monitorer la prise en charge

thérapeutique.

Les cellules endothéliales forment la monocouche cellulaire intra-luminale des
vaisseaux sanguins et jouent un réle dans la régulation du flux vasculaire ainsi que dans
I’'homéostasie vasculaire et participent au controle de la formation des thromboses. Une
altération de I'endothélium expose le sous-endothélium procoagulant et prédispose aux
thromboses.

A |'état physiologique I'endothélium est recouvert par le glycocalyx jouant le role de
gaine composé de glycoprotéines, de protéoglycanes, et de GAG (principalement d’héparane
sulfate, HS). Le PF4 se lie a I’HS, ces complexes sont reconnus par les anticorps-anti-PF4/H.

La fixation du PF4 neutralise les charges négatives des GAG et rend possible

I'interaction entre plaquettes et cellules endothéliales (Madeeva et al. 2016).
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Le PF4 se fixe également sur la thrombomoduline (TM) a la surface de I'endothélium
accélérant la production de Protéine C inhibant la génération de thrombine. La présence
d’anticorps anti-PF4/H lors des TIH bloque l'interaction entre le PF4 et la TM freinant la
production de protéine C activé et favorisant la coagulation (Kowalska et al. 2011).

Par ailleurs I'activation endothéliale entraine la libération d’IL-6 et de facteurs
d’adhésion qui favorisent le recrutement des monocytes, dont le réle dans la formation de

thromboses a été exposé précédemment (Madeeva et al. 2016).

3) IMPLICATION DES MICROPARTICULES LEUCOCYTAIRES
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La physiopathologie de la TIH n’est pas totalement élucidée. Les MP semblent jouer
un réle dans le développement de la TIH et notamment dans le mécanisme conduisant a la
thrombose, principale complication de la TIH (Figure 9). Une meilleure compréhension du
role des MP pourrait conduire a les utiliser comme cible thérapeutique comme marqueur

biologique dans le cadre du diagnostic de la TIH.
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D)DIAGNOSTIC

La principale manifestation biologique observée est paradoxalement la décroissance
plaguettaire potentiellement associée a des complications thromboemboliques
extrémement délétéres. La TIH peut étre évoquée devant des manifestations cliniques
atypiques de type nécrose cutanée, hypotension, amnésie, dyspnée secondaire a l'injection
d’héparine (Gruel et al. 2014). Le score «4Ts» (pour « Thrombocytopenia, Timing,
Thrombosis and oTher cause of thrombocytopenia ») a été proposée par Warkentin et a
récemment été actualisé (Linkins et al. 2012). Ce score est un pré-test basé sur le taux de
plaquettes, le délai de survenue des signes de TIH, la survenue ou non de thrombose et la
présence d’explications alternatives a thrombopénie. Il permet de classer le risque de TIH en
3 catégories. Ce test posséde une bonne valeur prédictive négative (VPN = 0,998) en cas de
risque faible (<3) mais une mauvaise valeur prédictive positive en cas de risque
intermédiaire (VPP= 0,14) et élevé (VPP= 0,64). Afin d’éviter le sur-diagnostic un groupe
d’expert a développé le score « HIT expert probability» qui semble étre mieux corrélé aux
tests biologiques (Cuker et al. 2010).

Le diagnostic de certitude de TIH repose sur la mise en évidence des anticorps anti-
PF4/H par des tests immunologiques de type ELISA et des tests fonctionnels d’activation
plaquettaire. La prescription de ces tests est orientée en fonction du score 4Ts. Pour les

patients présentant un risque faible de TIH, les tests ne sont pas recommandés.

1) LES TESTS IMMUNOLOGIQUES
Les tests immunologiques détectent la présence d’anticorps anti-PF4 /H dans le
sérum des patients. Les tests ne détectent pas tous les mémes classes d’'immunoglobulines :
soit 1gG, IgA et IgM, soit 1gG seuls, et utilisent différentes cibles antigéniques. Globalement,
ils présentent I'avantage d’étre simples, rapides et ont montré une bonne sensibilité (>99%).
En revanche la spécificité de ces tests n’est pas satisfaisante (comprise entre 30 a 70%). Ce
manque de spécificité est en partie expliqué par le taux élevé de séroconversion

asymptomatique (Arepally 2017).
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2) LES TESTS FONCTIONNELS D’ACTIVATION PLAQUETTAIRE

Le test de libération de la sérotonine, le test d’agrégation plaquettaire et les tests de
cytométrie de flux sont des tests diagnostic basés sur |'activation plaquettaire. lls
démontrent la capacité des anticorps a fixer les FcyRlla. Ces tests ont une bonne spécificité
mais une mauvaise sensibilité (Arepally 2017). Des plaquettes de sujets sains sont incubées
en présence d’héparine et de plasma ou sérum du patient. La sensibilité dépend de la
méthode de mesure choisie (agrégométrie < cytométrie de flux < signal radioactif).

Le test de libération de sérotonine radiomarquée au C'* est le test de référence, mais
'emploi de C limite son utilisation (Sheridan et al. 1986). Des plaquettes témoins
radiomarquées sont incubées en présence du plasma a tester et d’héparine. En présence
d’lgG anti-PF4/H, les plaquettes sont activées et de la sérotonine radiomarquée est
relarguée dans le surnageant. La radioactivité mesurée a partir du surnageant permet de
démontrer I’activation plaquettaire et donc la présence d’IgG anti-PF4/H.

Le test d’agrégation plaquettaire induite a I’'héparine (TAP) mesure l'agrégation de
plaguettes témoins en présence d’héparine et de plasma du patient par agrégométrie. Un
blocage de I'agrégation par un anticorps monoclonal anti-CD32 (FcyRlla) permet de
confirmer la positivité du test. Il est le plus utilisé des tests fonctionnels.

Il existe également un test de cytometrie en flux basé sur la mise en évidence de P-
selectine (CD62a) comme marqueur d’activation plaquettaire.

De maniére intéressante, un test basé sur la génération de PMP utilisable en routine
a été proposé (Mullier et al. 2014a) (Figure 10). Dans ce test des plaquettes de sujets sains
sont incubées en présence de plasma déplaquettés du patient en présence de 1Ul/mL
d’héparine. Dans un second temps des numérations de PMP sont effectuées par CMF. La
génération de PMP est le témoin de la présence de complexe IgG-PF4-H. La spécificité de ce
test est confirmée par l'inhibition de génération de PMP en présence de fortes doses
d’héparine qui dissocie les complexes présents dans le plasma du patient. Ce test utilisable
en routine montre des résultats comparables a ceux obtenus avec le test de libération de
sérotonine radiomarquée au C*.

Ces résultats dans la TIH illustrent a la fois le role physiopathologique que peuvent
avoir les MP en tant que vecteur d'information et d'activité (procoagulante dans ce cas) et le

potentiel de biomarqueurs que nous allons maintenant aborder dans le chapitre suivant.
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Figure 10: Résultat d'un test de génération de MP (A) chez un sujet atteint de TIH, (B) chez un sujet
sain (Mullier et al. 2014b).

V) ROLE DES MICROPARTICULES COMME BIOMARQUEUR

Selon le NIH Biomarkers Definitions Working Group, un biomarqueur se définit
comme une caractéristique biologique qui est objectivement mesurée et évaluée comme un
indicateur des processus biologiques normaux, pathologiques ou pharmacologiques en
réponse a une intervention thérapeutique. Le biomarqueur doit subir un processus de
développement précis afin de valider sa valeur en tant qu’indicateur d’un état biologique. Le
développement d’un biomarqueur est donc un travail innovant, effectué en partenariat avec
des industriels et nécessitant un moyen de mesure standardisé permettant des
comparaisons multicentriques.

Les MP sont des témoins de I'état cellulaire facilement accessibles (une prise de sang
suffit) et leur implication dans de nombreux processus physiologiques en font des
biomarqueurs potentiels notamment dans les domaines vasculaires et tumoraux.

Leur détection peut intervenir a différents niveaux ; dépistage, diagnostic, pronostic
et suivi thérapeutique. Par exemple, le taux plasmatique d’Endo-MP permet l'identification
des patients coronariens les plus a risque de développer des événements cardiovasculaires
(Nozaki et al. 2009). De méme dans la pathologie tumorale, la mise en évidence dans les

liquides biologiques de MP d'origine tumorale suscite un intérét croissant (Zocco et al. 2014).
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De nombreuses études montrant l'intérét des MP comme biomarqueurs ont été publiées
(Tableau 2) : Les MP-FT+ auraient un role pronostic dans la thrombose chez le patient atteint
de cancer (surtout pancréas et cerveau)(Zwicker et al. 2009), les MP leucocytaires pourraient
servir dans la prédiction de l'instabilité de la plague d'athérosclérose chez les patients avec
sténose carotidienne (Sarlon-Bartoli et al. 2013), les MP GFRv3+ pourraient servir pour le
diagnostic et le suivi de glioblastome (Shao et al. 2012), les MP exprimant le glypican
pourraient permettre d’établir un diagnostic précoce des cancers du pancréas (Melo et al.
2015), enfin les MP présentes dans les liquides pleuraux pourraient améliorer la sensibilité

dans le diagnostic des pleurésies malignes (Roca et al. 2016).

Biomarqueurs Cancer Indication Liquide biologique
PSA Prostate Dépistage Urine

PSA Prostate Dépistage Plasma

EGVRvIII Glioblastome  Diagnostic précoce Sérum
(phospho)Met Mélanome Diagnostic précoce/ pronostic Plasma

Caveolin-1 Mélanome Diagnostic précoce Plasma

Survivin Prostate Diagnostic précoce Plasma

CD24 Sein Diagnostic précoce Sérum

EGFR Poumon Diagnostic/ Médecine personnalisée Sérum

Tableau 2: Exemple de marqueurs tumoraux exprimés par les MP dans différents cancers (adapté de
zocco et al 2014)

VI) ANALYSE DES MICROPARTICULES

L'utilisation des MP comme biomarqueur en pathologies humaines est cependant
limitée par la nécessité de conditions pré-analytiques contraignantes et des difficultés
méthodologiques. Les recommandations concernant le pré-analytique des MP initialement
proposée par notre laboratoire (Lacroix et al JTH 2012) ont récemment été mises a jour par
un panel d'experts (Coumans et al Circ Res 2017).

Au sujet de la partie analytique, les difficultés de détection des MP sont expliquées

par leur petit diametre et donc la faible quantité d'antigene présent a leur surface.
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Une méthode idéale permettrait la détection des vésicules de facon individuelle avec
une limite de détection connue d’au moins 50nm, une quantification et également un
immunotypage informant sur |'origine cellulaire. Si actuellement, la plupart des techniques
ne détectent pas les plus petites MP, des améliorations progressives dans la sensibilité des
techniques ont vu le jour dans les 15 derniéres années. Des méthodes fonctionnelles ont

également été développées.

A) LES TESTS FONCTIONNELS

La plupart des tests fonctionnels rapportés dans la littérature mesurant une activité
dépendante des MP dans des échantillons biologiques sont focalisées sur leur activité
procoagulante (Coumans et al. 2017).

Cependant d’autres tests permettent par exemple d’évaluer leur capacité de
génération de plasmine. La plasmine est générée par l'incubation du plasminogene avec les
MP capturées par des billes magnétiques et peut étre révélée a l'aide d’'un substrat

chromogeéne spécifique de la plasmine.

1) ACTIVITE PROCOAGULANTE ASSOCIEE AUX PHOSPHOLIPIDES

L'activité procoagulante dépendante des PL peut étre mesurée soit par un temps de
coagulation aprés ajout de facteur de coagulation Xa (FXa), ce test est commercialisé sous le
nom de STA’-procoag PPL® (Diagnostica Stago)ou par un test de génération de thrombine
(Coumans et al. 2017). Le STA’-procoag PPL® (Diagnostica Stago) mesure le temps de
coagulation d’un plasma déplaquetté par assemblage du complexe prothrombinase en
I’'absence d’apport de PL (Figure 11). Ce test est rapide (4 min), simple, reproductible et

automatisé.
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Le test de génération de thrombine (TGT) est un test global du processus de
coagulation. Le Calibrated Automated Thrombogram® (Thrombinoscope BV, Maastricht, NL
and Diagnostica Stago, Asnieres, F) peut étre utilisé avec un plasma riche en plaquettes pour
mesurer |'action procoagulante des plaquettes.

Avec un plasma pauvre en plaquettes, son utilisation permet de mesurer |'activité
procoagulante des MP. Selon le réactif utilisé I'activité procoagulante dosée provient soit des

PL soit du FT. La révélation se fait en utilisant un substrat fluorogene de la thrombine.

2) TEST FONCTIONNEL D’ACTIVITE PROCOAGULANTE ASSOCIEE AU FT

Outre le test TGT, d’autres tests plus spécifiques du dosage de l'activité du FT
peuvent étre utilisés. Certains de ces tests proposent de concentrer les MP des échantillons
par ultracentrifugation Les MP sont incubées soit avec un anticorps inhibiteur monoclonal
anti-FT bloquant I'activité du FT soit en présence d’un anticorps isotypique controle. L’ajout
de FVlla et de FX déclenche la cascade de la coagulation. Le FXa généré est mesuré a 'aide
d’un substrat chromogeéne. La quantité de FT est déterminée a I'aide d’une courbe de
calibration (Woodhams 2014). Une version plus sensible de ce test a récemment été
proposée par Biocytex. Il differe du test précédemment décrit par I'ajout de FVII non activé
et utilise un substrat fluorogéne du FXa breveté permettant une lecture de fluorescence en
microplaque sur Fluoroskan (CAT instrument, Stago). La fluorescence mesurée est
proportionnelle a la quantité de FXa produit. Un facteur de correction est apporté par la
mesure en présence de l'inhibiteur du FT. Les données sont exprimées en FT (fmol) par

rapport a une courbe d'étalonnage (Agouti et al. 2015).

3) TEST DE CAPTURE

Ces tests fonctionnels étudiant la voie des PL ou du FT peuvent étre associés a des
tests de capture comme le « Zymuphen MP activity assay » (Hyphen Biomed, Neuville-sur-
Oise, France) qui propose une premiere étape de capture des MP sur un support solide
(plagues ELISA) fonctionnalisés avec de I’Annexine V ou par des anticorps monoclonaux
(Figure 12). Les MP sont ensuite incubées en présence des facteurs Xa, Va et de
prothrombine afin de tester I'activité prothrombinase ou en présence de facteur X et FVlla

pour tester I'activité du FT.
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La thrombine formée est révélée par un substrat chromogene en spectrophotométrie. La
guantité de thrombine formée est proportionnelle a la quantité de PL ou a I'activité FT des

MP présentes dans |’échantillon.
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B) LES METHODES DE DETECTION

Les principales caractéristiques des méthodes de détection sont résumées dans le Tableau 3.

1) METHODES NON-OPTIQUES

a) TUNING RESISTIVE PULSE SENSING (TRPS)

Le TRPS mesure la variation d’impédance (principe Coulter) produite par le passage
de vésicules en suspension a travers un nanopore. Le signal détecté renseigne sur la taille, la
charge et la concentration des vésicules. En revanche cette méthode ne permet pas la
distinction entre les MP et autres particules de méme taille. De plus I'obstruction fréquente
du pore par accumulation de molécules de haut poids moléculaires constitue un

inconvénient majeur. (Van Der Pol et al. 2014).

a) LA RESONNANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (RMN)

La RMN est une technique récente qui permet une analyse sensible, rapide et précise
des MP dans des échantillons biologiques et utilise des anticorps couplés a des
nanoparticules magnétiques. La miniaturisation du systeme de résonnance magnétique
nucléaire (URMN) permet de mesurer la différence magnétique entre [I"échantillon
biologique et les MP. Cette technique ne nécessite qu’un petit volume de sang, elle est
simple d’utilisation et économique (Rho et al. 2013). La puRMN a été employée pour la

détection des MP comme biomarqueur dans le glioblastome (Shao et al. 2012).
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2) METHODES OPTIQUES

a) LE « NANOPARTICLE TRACKING ANALYSIS » (NTA)

Cette méthode mesure les mouvements browniens individuels de vésicules en
suspension exposées a une lumiere laser. La diffraction de la lumiere est visualisée par
microscopie et les mouvements Browniens sont enregistrés en temps réel. Le volume des
vésicules est déduit par I'équation d'Estein-Strocke. Théoriquement, des sondes
fluorescentes peuvent étre utilisées afin de typer les vésicules. Cette méthode est
caractérisée par une bonne sensibilité qui permet la détection de vésicules < 100nm mais
une faible résolution. En effet une différence sera visualisée si leur taille differe de 1,5 fois.

Cette méthode est également limitée par son manque de spécificité pour les

vésicules biologiques. (Gardiner and Dragovic 2014)

b) MICROSCOPIE A FORCE ATOMIQUE (AFM)

La microscopie a force atomique (AFM), développée en 1986, est une technique de
microscopie a sonde locale permettant de visualiser la topographie de la surface d'un
échantillon basé sur l'interaction (attraction/répulsion) entre les atomes fournissant un
signal électrique. Des images en trois dimensions sont obtenues par un logiciel aprés analyse
point par point des vésicules fixées a I'aide d’anticorps sur une surface plane de type mica.

Ce microscope peut mesurer la distribution de vésicules classées selon leur taille
relative. Le rendement de fixation des vésicules aux anticorps étant inconnu, la
concentration de vésicules contenues dans I’échantillon a analyser ne peut étre déterminée
avec précision. La préparation des échantillons et la lecture peut prendre plusieurs heures
cependant la détermination de la taille des vésicules est trés précise puisque les résolutions
latérale et verticale sont respectivement de 3nm et inférieure a 0,1 nm (Van Der Pol et al.
2014). Bien que chronophage une étude de Yuana et al, publiée en 2010, a montré que la
résolution de cette technologie permet la détection de 1000 fois plus de PMP que la
cytométrie de flux (cytometre utilisé FACS Calibur capable de détecter les billes de

polystyréne Fluka de 0.2, 0.5 and 1 um)(Yuana et al. 2010).
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C) MICROSCOPIE ELECTRONIQUE ET CRYO-MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

Les microscopes électroniques emploient un faisceau d'électrons dont la longueur
d’onde appelée « longueur d’onde de Broglie », beaucoup plus faible que celle d’un photon,
permet la création d’'une image de haute résolution. C’'est le Gold standard des méthodes de
détection des MP permettant I'obtention d’informations précises sur la taille et la structure
tridimensionnelle des MP. L'utilisation de cet outil requiert une préparation minutieuse de
I’échantillon qui doit étre rapidement congelé et déposé sur des surfaces adaptées. En cryo-
microscopie électronique, des sections encore plus fines d’échantillons (<200nm) peuvent
étre obtenues par congélation a -80°C et directement analysées en préservant la forme
native de la MP.

L’emploi de nanoparticules d’or associées a I’Annexine V ou des anticorps spécifiques
permet d’ajouter une analyse phénotypique. Bien que trés sensible cette technique est

difficile a mettre en ceuvre (Van Der Pol et al. 2014).

d) IMAGERIE PAR RESONNANCE PLASMONIQUE DE SURFACE (SPRI)

Plus récemment une technique d’imagerie par résonnance plasmonique de surface
combinée a la technologie microarray a été appliquée dans le domaine des MP. La
résonance plasmonique de surface (SPR) est une technique sensible de détection en temps
réel sans marquage détectant les interactions entre molécules se situant a proximité d'une
surface de métal précieux. Des anticorps imprimés sur une surface d’or selon la technologie
microarray de protéines capturent les MP selon leur phénotype, cette interaction induit un
changement d'indice de réfraction permettant la détection des MP (Zhu et al. 2014a).

Cette technique permet d’étudier les MP en fonction de la taille (SPR est sensible a la
masse) et du phénotype (détection d'anticorps). Lors de l'illumination de la puce, les
changements d'indice de réfraction sont détectés et traduisent la fixation de MP.

La SPRi présente un fort potentiel d’application pour I'étude des MP au sein d’un

fluide biologique (Pugholm et al. 2015).
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e) LA CYTOMETRIE EN FLUX

La CMF permet une analyse multiparamétrique rapide de milliers d’événements par
seconde (van der Pol et al. 2014). La mesure de MP par CMF repose sur la combinaison de
leurs propriétés de dispersion lumineuse, |'expression de PS et d'antigénes spécifiques
détectés par fluorescence. La CMF offre un fort potentiel d’analyse des MP. En effet,
I'analyse de particules individuelles permet de détecter les sous-ensembles de MP, |'analyse
multiparamétrique améliore la spécificité et une dimension quantitative peut étre ajoutée.
La vitesse de cette technique contraste avec les techniques de microscopie sensibles qui
sont chronophages. Cette technologie est transposable en laboratoire de routine.

Au fil des dernieres décennies, des améliorations technologiques ont permis
d'améliorer sa sensibilité pour la mesure des MP jusqu’a en faire la méthode la plus
prometteuse.

Nous allons maintenant nous attacher dans une deuxieéme partie de ce document a
développer l'intérét et les limites de cette méthodologie pour la mesure des MP ainsi que les

améliorations effectuées apres avoir rappelé son principe de fonctionnement.
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Caractéristiques des méthodes de détection des microparticules. CMF :

OPTIQUE NON OPTIQUE
CMF NTA AFM ME SPRI TRPS RMN
S : Diffraction Mvts Interaction A Résonnace Différence
frincioe phyeigue Fluorescence Browniens atomique Ao Brogte plasmonique Coniters lowptdance magnétique
Détection MP Individuelle Multiple Individuelle Individuelle Sous-population Multiple Individuelle
Limite de détection 100nm* 80nm 3nm Snm 70 nm 80 nm /
Quantification Qul c oul oul Qul c /
Spécificté pour MP oul OUI /NON oul Ooul Qul NON Qul
. ; " . " Rapide, Simple
Avantages Rapide / Topographie 3D  Morphologie  Rapide, Sensible / 4
Economique
o . Chronophage, Préparation .
Limit Résolut Ch h Obstructiond
imites solution Résslution ronophage S / ruction du pore /
cytomeétrie en flux, NTA : nanoparticle tracking analysis, AFM:

Tableau 3:
microscopie a force atomique, ME : microscopie électronique, SPRI : imagerie par résonnance plasmonique de surface, TRPS : Tuning resistive pulse

sensing, RMN : résonnance magnétique nucléaire *discutable
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PARTIE Il : MICROPARTICULES ET CYTOMETRIE EN FLUX

I) DEVELOPPEMENT HISTORIQUE DE LA CMF

« Flow cytometry, was envisioned as an ideal method for counting and eventually for classifying cells »

HOWARD M. SHAPIRO. 1995. PRATICAL FLOW CYTOMETRY, P.43

Le développement de la CMF fut initié par Moldavan en 1934 par la création de son
compteur de cellule, composé d’un microscope et d’un capillaire dans lequel passaient les
cellules en suspension. La détection était assurée par un capteur photoélectrique, placé sur
I'oculaire. En 1940, l'ingénieur électricien américain, Wallace H Coulter, expose le principe
Coulter, et le développe en 1953 pour créer le premier dispositif de comptage cellulaire basé
sur la variation d’impédance provoquée par le passage d’une cellule au travers d’un orifice
calibré au sein d’un flux. Le courant transitoire ainsi créé est proportionnel a la taille de la
cellule (Mattern et al. 1957). Le Coulter Counter A commercialisé en 1954 fut le premier
hémocytometre basé sur ce principe, aujourd’hui les automates d’hématologie utilisent
encore d'une certaine maniere le Principe Coulter.

Dés 1960 la CMF fut développée :

— Création de la « flow cell » par Gohde toujours utilisée aujourd'hui. Elle forme un point
focal qui permet aux cellules ou aux particules d'étre analysées individuellement.

— Description de la mesure de I'intensité de fluorescence (Van Dilla et al. 1969).

— Développement d’instruments combinant des mesures de fluorescence a deux couleurs
qui ouvre la voie a la mise en place de cytometres de flux multiparamétriques.

— Développement du principe de tri cellulaire par Mack Fulwyler repris par Leonard
Herzenberg de I'Université de Stanford aboutissant au premier trieur capable de purifier
des cellules vivantes a 'aide d’une mesure de fluorescence. Ce fut la naissance du
premier cytométrie de flux de fluorescence appelé FACS-1 qui fut ensuite commercialisé
en 1974 (Hulett et al. 1969). C’est grace aux trieurs ayant permis la confirmation de la
nature des cellules rendues par cytométrie (Salzman et al. 1975), que cette technologie a

réellement été acceptée.
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— Utilisation de laser comme source lumineuse proposée par Dan Villa en 1969, qui permet
une meilleure focalisation du faisceau, une grande puissance d'excitation et une stabilité
du chromatisme.

— Utilisation de la diffraction lumineuse sous deux angles de détection par Salzeman en
1975 afin de dissocier trois populations de leucocytes: les lymphocytes, les monocytes et
les granulocytes (Salzman et al. 1975).

— Emploi d’anticorps monoclonaux par Hoffman en 1980, Hoffman intégra I'usage
d’anticorps monoclonaux dans ces études afin de dissocier les sous-populations

lymphocytaires T Helpers et T Cytotoxiques (Hoffman et al. 1980).

Entre les années 1960 et 1980, ces avancées ont permis la construction des premiers
cytomeétres de flux et la naissance des futurs leaders industriels dans ce domaine : ICP 11
(1968/69), Cytograph (1970), Cytofluorograph (1971), PAS 8000 (1973) de Partec, le premier
instrument FACS de Becton Dickinson (1974), 'Hemalog D (1974) de Technicon (plus tard :
Bayer Diagnostics), ICP 22 (1975) de Partec / Phywe et Epics de Coulter (1977/78), ICP 22
(1977) d’Ortho et enfin le PAS-II (1979) de Partec.

A la suite des premiers cas d’infection par le virus de I'lmmunodéficience Humaine en
1981 (Gottlieb et al. 1981), la CMF fut largement employée du fait de la nécessité de suivre
les numérations de lymphocytes TCD4 et TCD8 chez les patients séropositifs. Le premier
cytométre de flux dédié a la routine fut le « FACS scan » commercialisé par Becton-
Dickinson. Il était composé d’un analyseur a trois couleurs et d’une source laser a Argon
(15mW) pour accroitre la sensibilité de détection.

Depuis, d’autres sources lumineuses ont été développées comme le laser a diode
violette (395 a 415 nm) décrit pour la premiére fois lors du congrés de la société
internationale pour I'avancement en cytométrie en flux en 2000 (ISAC crée en 1971 et
renommée en 2006), les lasers YG émettant a 532 nm ou encore des lasers semi-
conducteurs doublés émettant a 488 et a 492 nm. Les diodes et les lasers a semi-
conducteurs sont désormais disponibles sous forme de sources ultraviolettes (350 a 375

nm).
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Ces améliorations couplées a des progres importants dans la chimie des
fluorochromes ont permis de significativement augmenter la capacité multiparamétrique
des instruments et donc le nombre d'antigéne détectable sur une méme cellule en passant
de quelques unités a plusieurs dizaines.

Aujourd’hui la CMF employée en routine permet I'analyse multiparamétrique et
individuelle d’'un grand nombre de cellules simultanément dans un temps restreint. D'autre
part, le gain en sensibilité et en résolution ont permis de passer progressivement de
I’analyse de cellules mesurant entre 6 et 20 um a I’analyse d’éléments de plus en plus petit
comme les plaquettes mesurant entre 2 et 5um (Lazarchick et al. 1984; Lazarus et al. 1995)
puis des microorganismes mesurant en moyenne 1um (Davey 2002).

Un des challenges actuels de la CMF est de pouvoir détecter des éléments dont la

taille est environ 100 fois inférieure a celles des cellules afin de mesurer les MP.

II)  PRINCIPES GENERAUX DE CYTOMETRIE EN FLUX

A) COMPOSITION D'UN CYTOMETRE EN FLUX

Les cytometres permettent I'analyse qualitative et quantitative multiparamétriques
d’éléments en suspension dans un liquide et sont utilisés dans de nombreux domaines
d’applications comme par exemple I'immunophénotypage, I'analyse du cycle cellulaire, le
comptage des cellules, la mesure de I'activation plaquettaire ou encore la mesure
d’expression de protéines fluorescentes.

Un cytomeétre en flux se compose donc de cing systemes :

— Le systeme fluidique comprend un liquide de gaine pressurisé qui entraine I’échantillon
jusqu’a la chambre d’analyse selon un flux laminaire non turbulent. Un gradient de
pression est instauré pour affiner le diametre du flux d’échantillon. Ce phénomeéne,
appelé focalisation hydrodynamique, permet de faire passer les éléments en suspension
un par un dans la chambre d’analyse afin d’obtenir des données individuelles sur
I’élément analysé.

— La chambre analytique est le lieu d’interaction entre les éléments amenés un par un par
le flux et la lumiére provenant du laser. Initialement des capillaires de quartz ou des

systémes « jet-in-air » étaient utilisés.
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Les systemes « jet-in-air » présentent des propriétés optiques non optimales mais sont
conservés sur certains trieurs pour la plus grande vitesse de tri qu'ils procurent.
Aujourd’hui des cuvettes de quartz permettent une baisse du bruit de fond optique car
elles réfractent peu la lumiére et n’interférent pas avec les parametres de fluorescence.
Certaines cuvettes sont recouvertes de gel optimisant leurs propriétés optiques.

Le systéme optique comprend la source lumineuse puissante habituellement un laser et
un jeu complexe de miroirs et filtres qui dirigent la lumiére vers les différents
photodétecteurs.

o Un laser émet une lumiére monochromatique a une longueur d’onde fixe
correspondant a une énergie précise. Les sources d’excitation lasers
généralement utilisées sont le laser bleu (Argon: 488 nm) et le laser rouge
(Hélium - Néon ou diode électroluminescente: 633 nm). Les lasers a gaz
initialement employés ont été remplacés par des lasers solides. Le laser YG (530
ou 560 nm) ou des lasers UV ou violets émettant a 325nm peuvent étre adjoints.
Aujourd’hui quasiment toutes les longueurs d’ondes peuvent étre produites a
moindre co(ts.

o La puissance des lasers utilisés est comprise entre 10 a 25 mW mais certains lasers
ont une puissance de plusieurs centaines de mW. L'augmentation de puissance
des lasers impacte la sensibilité des instruments.

o Aujourd’hui un cytomeétre de banc possede au moins deux/trois lasers cependant
des instruments a 7-10 lasers existent. Un cytomeétre a trois lasers peut exciter et
analyser jusqu'a 16 marqueurs simultanément. L'ajout de laser permet
d’atteindre les longueurs d’ondes d’excitation auparavant inaccessibles, de
multiplier le nombre de sondes utilisables et d’affiner les capacités d'excitation
pour améliorer la sensibilité (Telford 2011).

o Le faisceau laser est concentré grace a une lentille de focalisation avant de
pénétrer dans la chambre analytique. Une seconde lentille de focalisation permet
de diriger les rayons lumineux vers un ensemble de filtres et miroirs dichroiques
qui séparent les différentes longueurs d’onde. Ce jeu de filtre optique permet de
diriger la lumiere de chaque région spectrale vers le photodétecteur approprié.
Plus le nombre de paramétres analysés augmente plus le jeu de miroirs et filtres

se complexifie.
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Les filtres optiques absorbent certaines longueurs d’onde et transmettent les
autres. Ces filtres peuvent étre passe-haut, passe-bas et bande-passe. Les miroirs
dichroiques laissent passer la lumiére au-dessus d’une certaine longueur d’onde
et réfléchissent la lumiére de longueur d’onde inferieure vers d’autres filtres. Les
configurations optiques varient selon les cytomeétres. Par exemple, Beckman-
Coulter développe des CMF de configuration linéaire (FC500 ou Gallios/Navios)
(Figure 13) et BD propose des configurations en étoile comme sur le LSRII.
Le systeme électronique permet de convertir la lumieére en signaux électroniques
proportionnellement a la quantité de lumiére recue. Ces signaux sont amplifiés puis
convertis sous forme numérique pour étre analysés par le systéme informatique. Ceci est
réalisé par des photodétecteurs. Il en existe plusieurs types dont principalement les
photodiodes et les photomultiplicateurs (PMT). Les photodiodes, moins sensibles que les
PMT, sont généralement utilisées pour la détection de la lumiere diffractée et les
photomultiplicateurs (PMT) pour les rayons fluorescents. Cependant ces derniers
peuvent également étre utilisés pour les parametres de diffraction. Chaque signal
lumineux est capté par son propre photodétecteur. La multiplication des canaux de
fluorescence et des photodétecteurs sur les CMF modernes permet lintégration

simultanée d’un grand nombre de parametres de fluorescence.
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Figure 13 : Exemple de configuration linéaire: Systéeme optique du FACS Calibur. Ce schéma indique
les deux lasers et les différents détecteurs (FSC, SSC, FL1 a 4) présents dans le cytomeétre et
autorisant une analyse multiparamétrique. Les filtres optiques utilisés sont également figurés. Les
fluorochromes détectables sont indiqués a cété de chaque détecteur de fluorescence.

— Le systéme informatique converti les données statistiques obtenues a partir de données
brutes nommées « fichiers en mode liste » en histogrammes et/ou cytogrammes
interprétables. Le fichier de référence internationale est le FCS (Flow Cytometry
Standard), il contient les datas brutes de chaque événement, ainsi que les parameétres
utilisés tels que réglages et compensations. Le LMD (List Mode Data) contient aussi des

masques d’analyses (histogrammes et cytogrammes) fait sur le logiciel d’acquisition.
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B) PARAMETRES OPTIQUES ANALYSES

Les propriétés des éléments en suspension sont déduites a partir des signaux

recueillis et dépendent de leurs propriétés optiques intrinseques et induites.

1) PARAMETRES OPTIQUES INTRINSEQUES : LA DIFFUSION LUMINEUSE

Au moment du passage d’un élément au travers du faisceau laser, la lumiere est
diffusée dans toutes les directions. La diffraction varie selon la taille, la structure interne
mais également selon l'indice de réfraction de I’élément. Deux angles de diffusion lumineuse
sont classiguement mesurés :

— La diffraction vers I’avant ou axiale appelée « Forward Scatter » (FS) mesurée dans les
faibles angles de décalage par rapport a I'axe du faisceau laser (par exemple de 1 a 8° ou
de 1 3 19°) est collectée par une lentille connue sous le nom de canal de diffusion vers
I'avant (FSC). La lumiére est focalisée vers le photodétecteur généralement une
photodiode, se trouvant derriere une barre de d’obturation qui bloque la lumiere
incidente provenant directement du laser. L'intensité du FSC dépend principalement de
la taille relative de la particule mais également de son indice de réfraction. A indice de
réfraction égal, les grands éléments diffusent plus la lumiere.

— La diffusion de lumiére latérale appelée « Side Scatter » (SS), mesurée autour de 90°
par rapport a la lumiére incidente, est collectée par le canal de dispersion latérale (SSC).
C'est le résultat de la lumiere réfractée et réfléchie. Ce parametre est un indicateur de
granularité interne, ainsi que des irrégularités ou des topographies de surface /
membrane mais dépend également de I'indice de réfraction.

L'analyse bi-paramétrique des signaux lumineux obtenus en FS et SS permet de
discriminer diverses sous-populations cellulaires dans un échantillon hétérogene et permet
également d'identifier des cellules viables ainsi que les débris cellulaires basé sur la taille, la
granularité et la topographie de la surface cellulaire (Jaroszeski and Radcliff 1999). C’'est un
des principes sur lequel sont basés les hémocytometres pour distinguer les lymphocytes, les

monocytes et les polynucléaires présents dans le sang.
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2) PARAMETRES OPTIQUES INDUITS : LA FLUORESCENCE

L'utilisation de la fluorescence ajoute une dimension analytiqgue modulable
dépendante des sondes et fluorochromes choisis. Il existe un grand nombre de sondes
commerciales pour détecter les molécules de surface ou internes comme les anticorps
monoclonaux couplées a des fluorochromes. L'anticorps assure la spécificité de la liaison par

reconnaissance de son antigene et le fluorochrome permet I’émission de fluorescence.

a) PRINCIPES DE FLUORESCENCE ET FLUOROCHROMES

La lumiere peut étre considérée comme une énergie électromagnétique qui se
déplace sous forme d’ondes caractérisées par leur fréquence et leur longueur. La longueur
d’onde détermine la couleur de la lumiere émise. Cette lumiére peut étre mesurée par les
photodétecteurs. Principe physique de fluorescence (Howard M. Shapiro 2003):

Les fluorochromes sont des structures capables d’absorber et de réémettre de
I’énergie sous forme lumineuse appelée fluorescence. Lorsque la lumiére est absorbée par
un fluorochrome, ses électrons passent d’un état basal a un état excité correspondant a un
niveau d'énergie maximal. La quantité d'énergie nécessaire pour le passage des électrons

d’un état basal a excité est spécifique de chaque fluorochrome. Cet état instable ne dure
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. . C
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Figure 14 : Principe de fluorescence
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b) CARACTERISTIQUES DES FLUOROCHROMES

Les fluorochromes sont donc caractérisés par un grand décalage de Stokes, un fort
coefficient d’extinction molaire, un fort rendement quantique et une courte durée de vie de
I’état excité :

— Le décalage de Stokes est la différence entre la longueur d’onde d’excitation et
d’émission permettant de distinguer la lumiéere incidente et émise. La longueur d'onde
d'émission d’un fluorochrome, inversement proportionnelle a I'énergie de l'onde
lumineuse, sera donc toujours plus longue que la longueur d'onde d'excitation. Pour
chaque fluorochrome un maximum d’absorption et d’émission peuvent étre définis.

— Le coefficient d’extinction (ou absorption molaire) « €» reflete la probabilité
d’absorption de lumiere d’une molécule a une longueur d’onde donnée.

— Le rendement quantique correspond a |'efficacité relative de la fluorescence comparée
aux autres voies de désexcitation. C’est le rapport entre le nombre de photons émis et
absorbés. La plupart des fluorochromes utilisés ont un rendement supérieur a 50% mais
il est important de préciser que ce rendement dépend de I'environnement chimique. En
effet, cette énergie peut étre transmise par un phénoméne de quenching a une
molécule extrémement proche présente dans l'environnement du fluorochrome ou
transmise a un autre fluorochrome c’est ce qu’on appelle le transfert d’énergie de
fluorescence par résonnance (FRET).

L'emploi de CMF multicanaux, comportant plusieurs photodétecteurs, autorise
I'utilisation de protocoles de multi-marquage augmentant la spécificité des informations
recueillies. Cependant le chevauchement potentiel des spectres d’émission des différents
fluorochromes complexifie la situation. Comme cela est illustré sur la Figure 15a pour les
principaux fluorochromes, un fluorochrome sera excité par un laser donné et émettra un
spectre de lumiere représenté par une courbe gaussienne dont le maximum d’émission
correspond a une bande étroite de longueur d’onde détectée par canal fluorescent
spécifique. Cependant, les fluorochromes émettent aussi dans une moindre mesure dans les
régions spectrales en dehors de la plage de longueur d'onde utilisée pour la détection. Si
cette émission plus faible est dans la plage détectée pour un autre canal fluorescent, les
cellules marquées avec le fluorochrome seront détectées dans différents canaux
simultanément. Une forte intensité sera détectée dans le canal approprié et une faible

intensité sera détectée dans un canal inapproprié. La Figure 15b illustre ce scénario.
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Le chevauchement spectral est un probléme lors de |'analyse multicolore, car un
élément étiqueté avec un seul fluorochrome peut étre détecté par |'optique du cytometre
comme fluorescence dans plusieurs canaux différents (Jaroszeski and Radcliff 1999). Ce
phénoméne est réduit a I'aide de matrices de compensation préalablement réglées pour
chaque protocole qui permettent de tenir compte de ce phénomene et de soustraire a

posteriori la quantité de lumiére contaminante d'un canal vers un autre.
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c) LESSONDES

Le plus souvent la fluorescence d’une sonde provient d’un fluorochrome auquel elle
est couplée. Les sondes se fixent sur des motifs spécifiques et les fluorochromes permettent
I’émission de fluorescence nécessaire a la détection. Différentes catégories de sondes sont
disponibles: des sondes liant I’ADN utilisées pour les analyses de cycles cellulaires, des
sondes liant des protéines, des sondes dépendantes du calcium ou du pH... La plupart des
sondes actuelles sont des anticorps monoclonaux. En 1975, Georges Kohler et César Milstein
ont publié dans Nature une technique de production d'anticorps monoclonaux a partir
d’hybridomes qui leur rapporta le prix Nobel de médecine en 1984. Cette découverte a

entrainé la production d’un large éventail de marquages différents utilisés en CMF.
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C) DETECTION ET TRAITEMENT DU SIGNAL

Les signaux lumineux bruts sont convertis en signaux électroniques par les

photodétecteurs puis en signaux analogiques interprétables par le systéme informatique.

1) DU SIGNAL LUMINEUX AU SIGNAL ELECTRONIQUE

La premiere étape de conversion, c’est a dire du signal lumineux en signal
électronique est réalisée par des photodétecteurs capables de transformer une énergie
lumineuse incidente fournie par des photons en courant électronique. Il existe plusieurs
types de photodétecteurs (Howard M. Shapiro 2003) :

— Les photodiodes sont des détecteurs solides qui permettent de capter les photons et
émettent des électrons en échange. En moyenne, 5 électrons sont émis pour 10 photons
collectés par une photodiode en silicium. Ces photodétecteurs ont donc un rendement
de 50%. Ces photodiodes en silicium sont habituellement utilisées pour mesurer des
signaux lumineux forts.

— Les photomultiplicateurs en tube (PMT) sont des photodétecteurs de haute sensibilité

fonctionnant sur le méme principe que les photodiodes mais dont I'amplification
électronique permet un gain de 10° électrons. Les photons frappent une photocathode

et donnent un photoélectron. Ce photoélectron est soumis a un voltage accélérant sa
course au sein d’un tube vide d’air et est dirigé vers une dynode, I'impact entraine la
libération de plusieurs électrons. La répétition de ce cycle améliore le signal électronique
sans élévation du bruit de fond. Ces capteurs sont plus grands, plus complexes et plus
chers que les photodiodes mais plus sensibles. Ce type de détecteur est nécessaire pour
garantir une sensibilité suffisante et détecter les signaux émis latéralement (SSC ou FL)
généralement plus faibles que ceux obtenus vers I'avant mais peut aussi étre utilisé en
FSC. En effet, la diffusion latérale représente environ 10% du signal lumineux émis et
n'est donc pas aussi lumineuse que la diffusion vers I'avant (Jaroszeski and Radcliff 1999).
L'amplification peut étre ajustée (voltage appliqué) par I'opérateur afin de rendre le PMT
plus ou moins sensible a la lumiéere collectée. Pour améliorer |la détection de lumiére en
SSC et en fluorescence l'idéal serait de collecter la lumiere émise ou diffractée dans
toutes les directions. Cependant si le signal augmente dans ces conditions, le bruit de

fond augmente également.
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2) DU SIGNAL ELECTRONIQUE AU SIGNAL ANALOGIQUE

Le passage des particules devant le laser au sein de la chambre analytique dure moins
de 10us (Howard M. Shapiro 2003), durant ce temps les photodétecteurs fournissent un
bref courant électronique convertit en voltage par des préamplificateurs. Le signal donné par
une particule est représenté sous la forme d’une courbe Gaussienne constituant le signal
analogique.

Ce signal est caractérisé par la hauteur de pic, I'aire, et la largeur de pic. L'amplitude
est nommée « H » pour Height ou « P » pour Peak. La surface est nommée « A » pour Area
ou « | » pour Intégrale. La Largeur est nommée « W » pour Width ou « TOF » pour Time Of
Flight. La durée du signal dépend du temps d’exposition de la particule au laser et le signal
varie durant le passage car la particule n’est pas exposée de la méme facon au laser en
début, milieu et fin de course. On comprend alors que I"émission ou la diffraction lumineuse
differe durant la course de la particule au sein de la chambre analytique.

La digitalisation du signal est effectuée par des logiciels d’analyse spécifiques de plus
en plus complexes et performants qui doivent permettre I'analyse rapide d’'un grand nombre

de données afin de pouvoir interpréter les résultats obtenus.

III) CYTOMETRIE DE FLUX POUR L’ANALYSE DES MP

A) AVANTAGES DE LA CMF POUR L'ANALYSE DES MP

Parmi les techniques disponibles pour I'analyse des MP, la CMF offre de nombreux
avantages :

— L'analyse particule par particule permet de détecter des sous-populations de MP.

— L'aspect multiparamétrique permet d'améliorer la spécificité de I'analyse.

— Les concentrations de MP peuvent étre déterminées sur une gamme tres large.

— La vitesse de cette technologie rend réaliste I'analyse de cohorte d'échantillons cliniques
dans une pratigue courante de laboratoire en contraste avec les analyses de microscopie
par exemple.

— La CMF est déja présente dans de nombreux laboratoires non seulement de recherche

mais également cliniques
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— La CMF est la seule méthode d'analyse des MP bénéficiant actuellement d'un effort de
standardisation.
Cependant la détection des microparticules, de par leurs caractéristiques, représente un

véritable challenge pour les cytométristes.

B) LIMITES DE L’ANALYSE DES MICROPARTICULES PAR CMF

Les MP présentent pour la plupart une petite taille (majorité aux alentours de 200nm)
ce qui implique une faible quantité absolue d'antigene présent a leur surface. A cela se
rajoute un faible indice de réfraction de par leur nature constituée principalement d'eau et
de lipides. Ces caractéristiques limitent leur détectabilité. En effet, les MP ne générent qu'un
faible signal de diffraction lumineuse ainsi qu’un faible signal de fluorescence émis en
comparaison des cellules. De plus, la complexité de I’environnement plasmatique ou
d'autres liquides biologiques contenant un grand nombre de protéines et autres vésicules,
interfere lors de la détection des MP. D’autre part, les MP, du fait de leur adhésivité peuvent
également se lier entre-elles ou aux cellules présentes dans le milieu ce qui limite notre
capacité de les détecter. Enfin, la rareté apparente de certaines sous-populations de MP
complique leur détection.

Au cours de ce chapitre nous exposerons plus en détails ces limites ainsi que les
évolutions technologiques et méthodologiques qui ont permis d'améliorer la détection des

MP par CMF.

1) RESOLUTION ET LIMITES DE DETECTION

La résolution correspond a la capacité d'un cytometre a émettre des signaux
différents pour deux populations d'évenements étudiées de taille différentes afin de les
distinguer I'une de I'autre. Meilleure est la résolution, mieux les sous-populations seront
détectées. Concernant I'étude des MP, ce parameétre est primordial car leurs tailles varient
entre 100nm et 1um.

L’évaluation de la résolution des CMF nécessite I'emploi de billes calibrées de
différentes tailles en suspension comme par exemple avec les billes Megamix-Plus (Biocytex,
Marseille, France) dans I'exemple ci-dessous (Figure 16).

L'« index de séparation » ou «S.I » (Mullier et al. 2011) est alors calculé par la

formule ci-dessous : (exemple entre les billes de 0,5um et les billes de 0,3um)
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Figure 16 : Exemple de résolution obtenue en diffraction par différents cytometres. Le FC500 (SD-
CMF) permet la détection de deux populations de billes du mélange Megamix-Plus alors que le Gallios

W2 permet de distinguer clairement quatre ensembles de billes. (Robert et al. 2012)

La résolution dépend non seulement des propriétés intrinseques des instruments
mais aussi des conditions d'analyse comme le débit, I'analyse du signal en pic plutot qu’en
aire sous la courbe (Poncelet et al. 2015), I'alignement du laser, le positionnement de la
barre d’obturation, le retrait de filtre neutre présent sur certains cytometres comme le FACS
Aria par exemple ou encore en augmentant les gains des photodétecteurs notamment en
FSC(Lacroix et al. 2010b). Assurer une bonne résolution permet en partie, avec le contréle du

bruit de fond, de garantir une limite de détection la plus basse possible.

2) BRUIT DE FOND

Le bruit de fond est un élément important a prendre en considération lors de I'étude
des MP. En effet les signaux lumineux (diffraction et fluorescence) détectés lors de I'analyse
des MP peuvent se confondre en partie avec le bruit de fond des cytometres en raison d'un
mangque de résolution ou de la détection d'événements non spécifiques de différente
nature. Il faut distinguer plusieurs types de bruit de fond : le bruit de fond électronique,
fluidique, optique et provenant de I’échantillon.

Le bruit de fond électronique correspond au bruit apporté par les photodétecteurs qui

générent spontanément de faibles signaux.
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Le bruit de fond fluidique est apporté par les liquides de gaine, les solutions tampons
utilisées pour suspendre les cellules, les liquides de maintenance des instruments ainsi que
le vieillissement des tubulures et réservoirs. Ces liquides doivent étre exempts de particules
et de solutés fluorescents pour apporter le plus faible niveau de bruit de fond possible. Au
cours des mesures, protéines et particules peuvent s’accrocher aux parois du systeme
fluidique, y compris au point d’observation participant au bruit de fond (Recktenwald 1993).

Le bruit de fond optique, multifactoriel, est le plus conséquent : il est en partie d(i a une
diffusion non-spécifique de la lumiére le long du trajet optique. Il peut étre évalué par
I'utilisation d’un « LED pulser » afin de déterminer en I'absence de flux quel canal lumineux
présente le plus faible bruit de fond et donc la meilleure option de détection. Les dépbts de
particules sur les parois extérieures de la cellule analytique peuvent également entrainer
une diffusion lumineuse non-spécifique pouvant étre réduite en atmosphére filtrée et
éliminée par une simple maintenance des bords externes de la chambre analytique (Lacroix
et al. 2010b). Dans certains cas le mauvais alignement d’un laser ou le positionnement non
optimal de la barre d’obturation peut entrainer une diffusion de lumiére non spécifique
participant au bruit de fond optique. Les filtres optiques peuvent également affecter la
performance des systémes. Lorsque les surfaces des filtres dichroiques s’altérent, sont
rayées ou br(ilées par la lumiére ou la chaleur, le filtre laisse passer la lumiére en dehors de
la bande de transmission initiale conduisant a une augmentation du signal lumineux dans
des canaux de facon non spécifique (Recktenwald 1993).

Bruit de fond dii a I'échantillon: Les protocoles d’analyse des MP ne permettant pas
facilement d’étapes de lavage qui entrainent une perte significative de MP. Ainsi, le bruit de
fond échantillon, d(i aux composants du milieu et des réactifs présents en excés, peut étre
trés important. Il correspond a la détection de vésicules, le plus souvent de natures
lipidiques, ou de protéines présentes dans le milieu et est fortement accentué par les
anticorps présents en excés dans le mélange réactionnel. Un niveau élevé de bruit de fond
entraine une perte de discrimination des MP. A l'inverse, minimiser le bruit de fond équivaut

a élever le ratio signal/bruit de fond déterminant la sensibilité d’un instrument.
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3) LIMITE DE DETECTION

La limite de détection tient compte a la fois des capacités résolutives des instruments
et de leur bruit de fond. La limite de détection des instruments commercialisés avant la fin
des années 2000 que nous appellerons cytomeétres standard (SD-CMF) permet au mieux
d’analyser des MP dont la taille est supérieure a 400nm (Lacroix et al. 2014) voire proche du
micrometre d'aprés les calculs contestables d' E. Van der Pol qui integrent l'impact d'un
index de réfraction de l'ordre de 1,40 pour les MP dans la comparaison des tailles
d'événements de différente nature. Or la microscopie cryo-électronique suggere que plus de
75% des vésicules extracellulaires dont les MP ont une taille inférieures a 500nm (Arraud et
al. 2014). Par conséquent les SD-CMF ne détectent que les MP les plus larges voire en fait
uniguement des évenements qui ne sont pas des MP comme des plaquettes dégranulées ou
des globules rouges entierement vidés de leur hémoglobine appelés "ghosts". Cette limite
de détection a fait naitre une controverse concernant le choix de la CMF pour mesurer les
MP en 2010 (van der Pol et al. 2010). Cependant les avancées technologiques ont permis
d’abaisser cette limite de détection replacant la CMF comme une méthodologie de choix

dans le domaine des MP.

4) SENSIBILITE DE FLUORESCENCE

La sensibilité de fluorescence est définie comme la capacité de discrimination d’un
cytomeétre entre le signal émis par une particule faiblement marquée et le bruit de fond. La
sensibilité est étroitement liée a la résolution. Pour déterminer la sensibilité de fluorescence,
on peut mesurer a la fois |'efficacité de détection, Q, et le bruit de fond, B.

Ces deux facteurs affectent la capacité de dissociation des sous-populations
faiblement fluorescentes, et sont requis pour caractériser la performance d'un cytometre de
flux. En utilisant Q et B, il est possible de déterminer l'intensité de fluorescence minimale qui
peut étre discriminée du bruit de fond ou d’une autre sous-population.

Q est le nombre de photoélectrons générés par le détecteur par molécule de
fluorochrome traversant le faisceau d'excitation.

Les facteurs qui influencent Q sont : I'alimentation du laser, la taille du spot laser, le
temps passé par une particule dans le faisceau laser et |'efficacité des lentilles optiques, des

filtres et des détecteurs (PMT ou diode).
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B est le bruit optique que produit le détecteur, que I'on passe ou non une particule
dans la zone d'illumination. Les facteurs qui influencent B comprennent les molécules de
fluorochrome non liées a partir d'échantillons non lavés, la dispersion de Raman due a I'eau,
la luminescence des composants optiques et le chevauchement spectral indésirable.

Q et B peuvent étre exprimés par équivalence a la fluorescence générées par des
molécules solubles « MESF » et sont déterminés a I'aide de billes dont la fluorescence est
calibrée (Hoffman and Wood 2007). La sensibilité de fluorescence est donc la résolution
obtenue entre une population non marquée (bille blanche) et une population faiblement
marquée (bille dim). Les MP qui générent des signaux tres faibles demandent une adaptation
des outils classiquement utilisés en CMF pour quantifier ces niveaux de fluorescence.

La Figure 17 illustre l'effet de I'efficacité de détection et du bruit de fond sur la
sensibilité de fluorescence. On remarque dans cet exemple que Q a un impact considérable
sur la sensibilité de fluorescence puisqu’a bruit de fond égal une efficacité de détection 10
fois supérieure permet d’obtenir une bonne résolution entre la population faiblement
marquée et la population non-marquée. Inversement a efficacité de détection égale une
élévation du bruit de fond entraine une perte de résolution entre deux populations.

La détermination de Q et B peut étre un bon outil de comparaison de la capacité des
cytometres a détecter des particules faiblement marquées comme le sont les MP et pourrait
servir au développement d’outils de standardisation de fluorescence qui apparaissent

aujourd’hui comme une nécessité dans le domaine des MP.
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Figure 17 : Effet de I'efficacité de détection et du bruit de fond sur la sensibilité de fluorescence. Extrait
de Hoffman 2007-Characterization of Flow Cytometer Instrument
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C) DE LA CYTOMETRIE STANDARD (SD-CMF) A LA CYTOMETRIE DE

HAUTE SENSIBILITE (HS-CMF)

Pour permettre une amélioration de I'analyse des MP par CMF, il est nécessaire
d’optimiser les performances du cytometre ainsi que le protocole d'analyse dans le but
d’assurer une intensité de signal suffisante, de réduire le bruit de fond et d’optimiser la

résolution.

1) OPTIMISATION DU SIGNAL

Rappelons ici que I'intensité d’un signal fluorescent est la résultante de 3 facteurs :

— Les réactifs : nombre de molécules fluorescentes fixées sur la particule, caractéristiques
du fluorochrome : coefficient d’extinction molaire, rendement quantique, longueur
d’onde excitation et émission, concentration réactionnelle de la sonde lors du marquage

— Les caractéristiques du laser : la puissance de laser et la qualité d’alignement optique.

— Les caractéristiques du photodétecteur : la sensibilité du photodétecteur

a) LESREACTIFS

i) Les sondes générales

Afin de sortir les MP du bruit de fond, une sonde générale capable de marquer de
maniére efficace toutes les MP a été recherchée sans succés jusqu'a présent en raison de
leur hétérogénéité. Parmi les sondes les plus utilisées, 'annexine V se fixe en présence de
taux physiologique de calcium sur les aminophospholipides tel que la PS abondamment
retrouvée en surface des MP. L'existence de MP n’exprimant pas l'annexine V a été
rapportée et des études n‘'employant pas ce réactif ont détecté des concentrations 30 fois
plus élevées que lors de détection des MP par marquage par I'annexine V (Horstman et al.
2004). Cependant I'analyse de tampons sans filtration préalable a également conduit a la
détection de MP en I'absence d’annexine V qui sont en réalité causée par le bruit de fond
(Dey-Hazra et al. 2010). Si I'annexine V ne marque pas toutes les MP, elle assure une bonne
intensité de marquage ainsi qu’une bonne spécificité pour la détection de celles-ci. Un autre
inconvénient de l'annexine V est la nécessité d'utilisation d'un tampon calcique qui peut
induire la coagulation de |'échantillon. Ce phénomene peut étre toutefois prévenu par

I'emploi d'hirudine dans le tampon (Poncelet et al. 2015) .
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Alternativement, la lactadherine peut également étre employée du fait de sa forte
avidité pour la PS indépendamment de la concentration en calcium. Cette protéine est
cependant tres peu utilisée car trés couteuse (Shi et al. 2004). Le bio-maléimide a suscité
I'intérét dans le marquage des MP en raison de sa propension a attacher des membranes
biologiques via des résidus cystéine et des groupes thiol dans les protéines. Sa nature
fluorescente permet son utilisation en cytométrie de flux. Ce marqueur a prouvé sa capacité
a fixer les PMP (Dale et al. 2005). La calceine AM est un marqueur non fluorescent qui
devient fluorescent lors du clivage par les estérases cytosoliques, qui marquent uniguement
les MP et cellules intactes (Bratosin et al. 2005; Bernimoulin et al. 2009). Des carbohydrates
marquant les lectines et permettant des agglutinations de MP ont été testés (Kelly et al.
2006) mais ont montrés un intérét modéré. En revanche des anticorps dirigés contre les
molécules GPI ancrées pourraient avoir un intérét du fait de la fréquence de ces antigénes

sur les MP.

ii) Les sondes spécifiques

La plus grande majorité des sondes spécifiques utilisées en CMF sont des anticorps
monoclonaux couplés a des fluorochromes. Les antigenes ciblés sont choisis en fonction de
I'origine des MP qu’il est nécessaire d’analyser dont les principaux sont représentés dans la
Figure 18. Le choix des sondes ne doit pas étre uniquement basé sur I'expérience cellulaire.
En effet les MP peuvent ne pas exprimer des antigenes présents sur la cellule dont elles
proviennent ou les expriment en une trop faible quantité pour que I'on puisse les détecter.
Afin d’optimiser le signal, les marqueurs spécifiques choisis, sont ceux fixant les antigénes les
plus représentés a la surface des MP a analyser.

Les sondes spécifiques habituellement utilisées sont listées ci-dessous :
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Sensibilité

Antigénes Spécificité
g P (Intensité de fluorescence in vitro)

PMP CD41 +++ +++
CD42 (aoub) +++ 4+
CD61 ++ ++
Ery-MP CD235a +++ +++
Leu-MP CD45 +++ +
CD11b* +++ ++
CD14 +++ +
CD66b +++ ++
Endo-MP CD144 +++ +
CD146-LeuMP ++ +++
CD105-LeuMP ++ ++
CD31-PMP + +++
CD62E +++ +

Figure 18 : principaux anticorps utilisés pour la détection des sous-populations de MP (basé sur
Lacroix et al 2010).

iii) _Les fluorochromes

Il n’existe pas de fluorochrome spécifique de I'étude des MP cependant certains
fluorochromes sont plus brillants que d’autres. La brillance du fluorochrome est le produit
du coefficient d’extinction molaire par le rendement quantique (Howard M. Shapiro 2003).

La phycoérythrine (PE) est généralement le fluorochrome le plus brillant et donc celui
qui donnera le meilleur signal de fluorescence. Cependant étant donné que la plupart des
protocoles pour la mesure des MP sont sans lavage, les fluorochromes les plus brillants ne
sont pas forcément ceux qui permettent d'obtenir le meilleur signal sur bruit. En effet, le
bruit de fond généré par les fluorochromes brillants sera également plus important.

Un paramétre trés important est la qualité de préparation des réactifs en termes de
pureté (absence d'agrégat de fluorochrome) qui dépend de la préparation industrielle et
notamment de la largeur des pics d'anticorps sélectionnée en sortie de purification par
chromatographie. Le ratio rendement/pureté est important a considérer pour les réactifs

adaptés a la mesure des MP.

b) LES SOURCES LUMINEUSES

La multiplicité des lasers et des longueurs d’ondes d’émissions permet d’optimiser les
configurations optiques et ainsi gagner en sensibilité et résolution. C'est par exemple le cas
pour le CytoFLEX de Beckman-Coulter qui propose un laser violet, fortement énergétique,
pour le parametre de diffraction lumineuse v-SSC.
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Cependant a longueur d’onde égale, I'augmentation de puissance des lasers permet
une augmentation d’intensité de lumiere influencant la sensibilité de détection. Plusieurs
stratégies ont été proposées sur cette idée comme par exemple :

— Le développement de laser a fibre optique, comme par exemple sur I’Aria Fusion de BD.
— L'emploi de laser a haute puissance proposée par BD sur I'Influx utilisé par I'équipe de
Van der Vilst qui comporte un laser 488nm fournissant 200mW contre habituellement
25mW (Van der Vlist et al. 2012).
Dans le domaine des MP, cela est d’autant plus bénéfique que la densité antigénique

est faible.

c) LES PHOTODETECTEURS

Les photodiodes anciennement utilisées ne permettent pas d’obtenir une efficacité
de détection suffisante et ont progressivement été remplacées par de nouveaux
photodétecteurs.

Les photomultiplicateurs en tube (PMT) sont des photodétecteurs de haute
sensibilité qui amplifient le signal. Les photons frappent une photocathode et donnent un
photoélectron soumis a un voltage accélérant sa course au sein d’'un tube vide d’air. Le
photoélectron est ainsi dirigé vers une dynode, I'impact entraine la libération de plusieurs
électrons. Ce cycle est répété plusieurs fois améliorant ainsi le signal électronique sans
élévation du bruit de fond. Les PMT peuvent étre couplés a une lentille qui possede une
grande ouverture ainsi qu’un grand facteur de grossissement.

La sensibilité d’'un photodétecteur peut étre améliorée en augmentant la surface de
détection et donc I'angle de détection. Par exemple, la lumiere diffractée vers I'avant peut
étre collectée selon un angle plus large, appelé « wide-angle FSC», permettant une
meilleure détection des particules de faible taille. Cependant le bruit de fond augmente
également, c’est la raison pour laquelle, les cytometres sont réglés pour détecter la lumiere
selon un parametre nommé « reduced wide-angle FSC» définit par I'angle de collecte
permettant d’obtenir un rapport signal/bruit de fond le plus élevé possible (van der Vlist et
al. 2012).

Les variations d’angle de détection sont trés bien illustrées sur le cytomeétre Gallios
(Beckman-Coulter) (Figure 19). Le Gallios N utilisé principalement pour I'analyse cellulaire est

classé parmi les SD-CMF.
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Le développement d'instruments dédiés a I'étude des MP a conduit au Gallios W puis
au Gallios W2. Premierement I’élargissement de I'angle de détection de la lumiere en FSC a
permis le passage du Gallios N au Gallios W pour lesquels la lumiére est collectée entre 1 et
8° et entre 1 et 19° respectivement. Dans un second temps le Gallios W2 a été équipé de
deux détecteurs amplifiant différemment les signaux selon I'angle de détection (1-8°) et (9-
19°) (Poncelet et al. 2015). Le gain de résolution en FSC est démontré par Robert et al (2012)
qui conclut que le Gallios W2 (HS-CMF) est la seule configuration a permettre la distinction
de billes de latex de 0.1 et 0.3 um composant le mélange Megamix (Biocytex). Cependant
soulignons que le signal FS ainsi détecté sera plus fortement dépendant de l'indice de
réfraction. De cette facon la variation du signal entre billes et MP sera plus grande (Robert et

al. 2012).

L
- =
N

Figure 19 : Schéma de l'unité de détection du forward scatter. La lumiere émise par le laser est
bloquée par une barre d'obturation, la lumiere diffusée est classiquement collectée entre 1 et 8° sur
les SD-CMF. Une option du Gallios / Gallios W permet la détection de lumiére entre 1 et 19°, et le
Gallios W2 propose une amplification différentielle entre ces deux angles afin d’obtenir la meilleure
détection de lumiére et le moins de bruit de fond provenant de la diffusion non spécifique dans I'axe
du laser (Poncelet et al. 2015).

Des comparaisons de numérations de MP obtenues a partir d’'un méme échantillon a
petit angle ou avec |'option W2 ont montrées que le W2 permettait de détecter un nombre
supérieur de PMP. En effet comme le montre la Figure 20 lorsque 2000 MP/uL sont
détectées en SD-CMF, un HS-CMF détecte 3000 MP/uL. La méme observation a été faite
concernant les autres sous-populations de MP: Ery-MP, Leu-MP et Endo-MP (Robert et al.

2012).
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Figure 20 : Acquisition faite sur SD-CMF et HS-CMF a l'aide de billes de calibration Megamix-Plus
(BioCytex, Marseille, France) (A) avec un seuil en FS placé sur la bille 0.5um. La ligne bleue
correspond au seuil FS placé sur la bille de 0.5um et la population bleue correspond aux PMP
détectés avec ce seuil. (B) Méme condition qu’en (A) obtenue sur un HS-CMF. (C) Acquisition avec
seuil FS placé sur la bille 0.3um. (D) Résultats obtenus avec un seuil FS minimal a environ 0.2um.
Pour chaque condition les cytogrammes (en bas) notifient le nombre de PMP, évenements
doublement marqués Annexine V-FITC+/CD41-PE+ PMP en bleu quand ils sont détectables avec un
seuil FS a 0.5um et en rouge lorsqu’ils sont détectables avec le seuil est a 0.3um. Le gain de
résolution obtenu sur les HS-CMF permet un gain de numération des MP. Extrait de (Robert et al.
2012)

Les photodiodes a avalanche (APD) sont des photodétecteurs en silicium
initialement utilisées pour les télescopes ou dans la téléphonie pour leur grande sensibilité.
Elles sont composées de nombreuses microcellules composées d'APD constituées d’une
couche électroniquement instable soumises a une surtension. Lorsqu’un photon vient
arracher un électron, celui-ci est dirigé la zone d’avalanche et produit une décharge Geiger,
arrachant un grand nombre d’électrons qui produisent un fort courant. Le gain de signal (>
10 °) est important car un seul électron entraine un flux de courant important. L'efficacité
guantique est la capacité intrinseque d'un détecteur a convertir les photons en électrons. Il
est exprimé comme le rapport des électrons générés aux photons incidents en pourcentage.
Les APD ont une efficacité quantique élevée de 80% entre 400 nm a 1100 nm contre 30%
pour les PMT dont |'efficacité de détection décroit rapidement et est trés limitée au-dela de
800 nm (Figure 21).

La différence la plus importante entre PMT et APD est l'impact du bruit total sur la
performance du détecteur. En effet, I'APD a un bruit plus bas que le PMT. La faible détection
de bruit associé a un meilleur rendement quantique des APD expliquent que celles-ci

rendent un signal supérieur aux PMT pour un gain plus faible et assurent un rapport signal /
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bruit élevé et donc une haute résolution optique particulierement intéressante lors de
mesure de petites particules ou de détection de faible fluorescence (Howard M. Shapiro
2003). Ces détecteurs présentent donc un grand intérét pour la mesure des MP. Les
nouveaux instruments (comme par exemple le CytoFLEX) commencent a étre équipés de ce

type de détecteur.
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Figure 21 : Efficacité quantique des APD et PMT a différentes longueur d'onde données.(Lawrence et
al. 2008)

Il existe également un module de détection des particules de petites tailles adaptable
sur plusieurs cytomeétres (ARIA, Fortessa, Influx) proposé par BD qui améliore la détection en
FS a l'aide d'un détecteur couplé avec une lentille de microscope a grande ouverture, un trou
d'épingle et un tube PMT. Le trou d'épingle réduit la quantité de lumiére parasite atteignant
le détecteur et empéche la saturation du PMT.

D’autres technologies ont été développées comme sur le NanoFCM qui quantifie la
lumiére élastiquement dispersée a partir de nanoparticules et permet la caractérisation
multiparamétrique de nanoparticules dont la taille est comprise entre 40 et 500 nm. Une
haute résolution comparable a celle du microscope électronique peut étre atteinte en

combinant la détection de diffusion de lumiere et de fluorescence (Zhu et al. 2014b).
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2) REDUCTION DU BRUIT DE FOND

a) BRUIT DE FOND FLUIDIQUE

i) Filtration du liquide de gaine et tampons

Le liquide de gaine est souvent un tampon phosphaté qui sert a I'isofocalisation de
I’échantillon. Il peut étre préfiltré a 0,22um ou méme a 0,1 um ainsi que les autres tampons
employés lors des essais afin de limiter la présence d’éléments responsables de diffusion
lumineuse non spécifique. Certains instruments ont des filtres intégrés comme I'Influx de
BD. Une altération du filtre du liquide de gaine, la réutilisation d’un liquide de gaine
« maison », le vieillissement des tubules conduisant le liquide du réservoir jusqu’a
I’analyseur et la présence de bulles qui peuvent étre formées lorsque le liquide froid rentre
en contact avec l'analyseur a température ambiante peuvent étre responsable d’une

élévation du bruit de fond (Poncelet et al. 2015).

ii) Diameétre et débit

Le débit impacte le diameétre de passage de |'échantillon. Un diametre de flux
échantillon fin, obtenu par un faible débit de passage de |'échantillon, permet de réduire le
bruit de fond de fluorescence non spécifique en diminuant le nombre d’anticorps non liés
passant simultanément avec les MP (Figure 22). Ce parameétre impacte également sur la

résolution de I'instrument.

Cells Core-stream MP <@~10 pm >
< @~10 ym >

Free fluor. Free fluor. Bound fluor,

ﬂ Sheath

Figure 22 : Représentation de I'impact du diametre du flux de I'échantillon sur I'analyse des MP.
(Poncelet et al. 2015)
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b) BRUIT DE FOND OPTIQUE

i) Alignement des lasers

Un réglage précis de I'alignement des lasers associé au positionnement parfait de la
barre d’obturation garantissent une diffusion de la lumiére non spécifique minimale. Il est
donc nécessaire de vérifier régulierement ces réglages pour ne pas induire une élévation du
bruit de fond optique ou de faire appel a un technicien expérimenté. L'alignement doit étre
contrélé avant chaque manipulation par I'évaluation de la résolution par exemple a I'aide de
billes fluorescentes.

ii) Dépots
Des MP et des particules non-spécifiques peuvent se fixer aux parois de la chambre

analytique il est donc recommandé de nettoyer les cuvettes en quartz régulierement.

iii) Anticorps libres

Pour limiter le probleme de |'excés d'anticorps libre, la solution proposée consiste a
déterminer avant chaque protocole la concentration saturante optimale de réactif c’est-a-
dire la concentration de réactif minimal induisant le signal maximal. Pour cela une titration
de chaque anticorps doit étre effectuée par des dilutions en cascades. En raison de ce
phénoméne les courbes de titration des anticorps sur les MP ont fréquemment un profil plus
en cloche que lorsque l'anticorps est utilisé pour des cellules. En aucun cas, les
concentrations utilisées pour les cellules ne doivent étre directement transposées aux MP.
Par ailleurs I'utilisation de technique comme la chromatographie d’exclusion de taille permet
de retirer les anticorps libres du milieu analytique. Néanmoins les rendements variables de
ces techniques ne permettent pas d’effectuer de comparaison de résultat et limitent leur

intérét dans le cadre d’étude clinique.

C) BRUIT DE FOND PROVENANT DE L’ECHANTILLON

Les solutions concernant le traitement du bruit de fond provenant de I'échantillon

seront développées ultérieurement dans la partie optimisation pré-analytique.
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3) OPTIMISATION DE LA RESOLUTION ET SYSTEME FLUIDIQUE

Outres les parametres d’optimisation du signal et de réduction du bruit de fond
présentés ci-dessus il est possible d’optimiser la résolution grace a la modulation du systeme
fluidique. Cette partie a largement été inspirée de I'article publié par P. Poncelet (Poncelet et
al. 2015)

Les systemes d'écoulement lent, avec des temps d'observation de I'ordre de la
milliseconde plutot que la microseconde, sont utiles lors d’analyse de haute précision par
exemple pour les bactéries , les virus et les macromolécules (Chou et al. 1999). Dans un
systéme de focalisation hydrodynamique le débit de I’échantillon est fonction de la pression
induite par le liquide de gaine, paramétre intrinséque de I'instrument fixé par le fabriquant,
et de la pression dO a I’échantillon, parameétre dépendant de la vitesse de passage de
I’échantillon, choisie par le manipulateur au moment de la lecture.

Comme l'illustre la Figure 23, un débit lent implique un faible diameétre du flux de
passage de I’échantillon. Or contrairement a I'analyse des cellules, les MP sont des objets
submicroniques qu’il est difficile de séparer dans le flux. Une meilleure séparation des MP
sera donc obtenue a faible débit et le phénoméne de « swarm detection » (détection de
plusieurs particules simultanément) sera limité. Par conséquent I'analyse des MP ne permet
pas I'accélération du débit et nécessite un allongement du temps d’acquisition.

Par ailleurs la réduction du bruit de fond de fluorescence non spécifique obtenue par
un diametre d’échantillon fin participe a une meilleure discrimination du signal

spécifiguement di aux MP.
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Figure 23 : Lien entre diamétre et vitesse de
passage de ['échantillon sur les systéemes
fluidiques (focalisation hydrodynamique BD
= sciences, FACS Canto Il)
sheath sheath ] sheath
fluid fuid sample fluid

Il existe d’autres systémes permettant d’aligner les MP avant leur entrée dans la
chambre analytique : Par exemple le systéme de focalisation acoustique retrouvé sur
I’Attune (Figure 24) utilise des ondes sonores afin d’aligner parfaitement les cellules au

centre du liquide de gaine avant leur entrée dans la chambre analytique.
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Ainsi la position des particules analysées est parfaitement centrée et réguliére quel
gue soit le diametre du flux de passage de I’échantillon. De cette facon il n’est pas nécessaire
de réduire le débit de passage de |’échantillon pour obtenir les conditions optimales
d’écoulement de I"échantillon. Ce systeme entraine un gain de résolution et de temps

particulierement appréciable pour I‘analyse d’événement rare.

Acoustically focused

sample stream

rrragr e -
: Figure 24 : La focalisation acoustique permet
. d’aligner les cellules sans réduction du débit de
. I’échantillon (Thermo Fisher Scientific, Acoustic
. Focusing Technology Overview)
> .
R

Il existe aussi des systémes dit « jet-in-air » s'opposant aux cytomeétres a cuvette de
quartz. lls sont surtout utilisés pour les trieurs-analyseurs comme I'Influx (BD) ou I'Astrios
(Beckman Coulter). Habituellement ces systémes utilisés pour le tri phénotypique ont une
moins bonne résolution que les CMF a cuvettes. Cependant ils ne sont pas sensibles a la
perte de résolution consécutive au dépot de particules sur les parois responsables d’une
diffusion non spécifique de la lumiére.

D'autres part, les variations de positionnement des MP dans le flux entrainent des
variations d’illumination par le laser et donc des différences de signaux lumineux. Comme le
montre la Figure 25, quel que soit le processus de focalisation il est primordial d’assurer

I'alignement parfait des MP.

Particle posiioning in laser is important
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Figure 25 : Conséquences de mauvais alignement des MP au sein du flux sur le signal lumineux
détecté (Thermo Fischer)
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4) COMBINAISON TECHNOLOGIQUE

La CMF peut étre combinée a d’autres technologies afin d’isoler et/ou détecter les

MP et obtenir des informations complémentaires.

L’imagestreamX ™ (I1SX) (EMD Millipore, Inc, Seattle, WA) est le premier CMF de
haute résolution couplée a la technologie « imaging » capable de prendre une photo
d’une seule MP lors de son passage dans la chambre d’analyse. Cette technique
permet théoriquement de discerner billes, débris et MP par I'ajout d’'une dimension
morphologique a la CMF classique (Erdbrigger and Lannigan 2016). Avec cet
instrument des liposomes de 200 nm sont clairement identifiées (Erdbrigger et al.
2014) et jusqu’a 10 fois plus de MP ont été détectées en ISX comparée a la CMF
classique (FACSCalibur™ et FCMFortessa™). Cette technologie présente une
sensibilité de fluorescence supérieure (Ortyn et al. 2006). L’intérét de I'ISX réside
dans sa capacité a détecter des éléments de trés faible taille que les CMF ne
parviennent pas a différencier du bruit de fond. Il faut cependant tenir compte de la
résolution optique de I'objectif utilisé qui limite la qualité des images obtenus
rendant difficile I'interprétation des images obtenues.

La cytomeétrie de masse a été testée sur des suspensions cellulaires marquées par
des anticorps couplés avec des métaux lourds non fluorescents. Elle consiste a
associer de la cytometrie de flux avec de la spectrométrie de masse, les cellules sont
séparées et injectées une par une dans une chambre d'ionisation ol les métaux liés
aux anticorps sont identifiés par leurs caractéristiques de temps de vol (TOF ou time
of flight). Cette technologie est peu utilisée et est difficile a mettre en place mais
certains chercheurs pensent qu'il sera possible de tester simultanément jusqu'a 100
marqueurs dans chaque cellule par cytométrie de masse (Bandura et al. 2009).

Cette technologie présente un potentiel intéressant pour I'analyse des MP.
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IV)  STRATEGIES D'ANALYSE

L'amélioration de la détection des MP en cytométrie dépend non seulement des
progrés technologiques tels qu'exposés précédemment mais également des stratégies
d'analyses choisies en fonction des performances des instruments. Ces stratégies
comprennent les stratégies de seuillage (ou de déclenchement) et de « gating ».

Différents parameétres de déclenchement peuvent étre choisis pour la détection des
MP. Le déclenchement peut étre basé soit sur la diffraction de lumiere (FSC ou SSC) soit sur
un parametre de fluorescence (FL). Plus récemment des stratégies d'analyses combinant les

deux stratégies ont vu le jour.

A) DECLENCHEMENT PAR DIFFRACTION LUMINEUSE

Les MP peuvent étre détectées par leur capacité de diffraction de la lumiere en FSC ou
SSC. Dans cette stratégie d'analyse, le discriminant, c’est a dire le seuil de détection est fixé
par I'expérimentateur.

L’analyse des propriétés fluorescentes intervient dans un second temps au sein de la

fenétre d’analyse fixée par les parametres de diffraction.
L'optimisation de la CMF pour les MP, en particulier en ce qui concerne la collecte des
signaux de diffraction, nécessite une compréhension de la relation entre petites particules
de diametres variables, indices de réfraction et dispersion de la lumiére qu’elles produisent.
Cependant au sein d’'une population hétérogéne comme c’est le cas des MP la distribution
des signaux fournis en FSC et SSC ne sont pas totalement élucidés. Des modeles ont été
développés afin de normaliser la distribution de la diffraction lumineuse. lls tiennent compte
du diametre, de la surface, de I'indice de réfraction, et de la géométrie de collecte du signal
lumineux (circulaire / rectangulaire). Deux théories principales sont admises aujourd’hui :

La premiére, appelée « théorie de Mie » a été publiée pour la premiére fois en 1908
par Gustav Mie et repose sur les équations de Maxwell elle a été adaptée pour la détection
des MP en 2012. Cette théorie s'applique a la fois aux petites particules sphériques qu’elles
soient absorbantes ou non. Selon la théorie de Mie, les particules sphériques dont le
diameétre est supérieur a la longueur d’onde d’illumination diffractent la lumiére
préférentiellement vers I'avant. Ainsi I'emploi du FS semble un outil de déclenchement de

choix.
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De plus, selon cette théorie, plus la longueur d’onde d’illumination est courte plus la
section transversale d’une particule augmente et meilleure sera la résolution de taille entre
deux populations.

En revanche, pour le cas des particules de diametre inférieur a la longueur d’onde
d’illumination la théorie de Mie n’est plus applicable et c’est le modele de dispersion de
Rayleigh qui modélise ce phénomene. Dans ce cas la lumiére n’est plus préférentiellement
diffractée vers I'avant mais diffusée de facon isotropique (dans toutes les directions) a 360°.

En résumé pour des évenements de taille supérieure a la longueur d’onde du laser, le
FS permet une meilleure détection et une estimation de la taille de I'évenement assez
précise. Inversement les plus petites particules (dont le diametre est en dessous de la
longueur d’onde du laser) seront mieux détectées en SS.

Cependant [l'utilisation du W2 (FS) sur le Gallios a montré que |'on pouvait
différencier des particules (billes de polystyréne) de tailles inferieures a la longueur d’onde
du laser de facon précise et robuste (Robert et al. 2012).

En revanche l'utilisation du SS comme parametre de déclenchement doit étre
considéré avec précaution car il est bien plus sensible aux variations d’IR que le FS. De ce fait
I'analyse de taille relative faite a I'aide du SS et de billes ne fournira pas une bonne
indication de la taille des MP détectées. Historiguement notre laboratoire a décidé d’utiliser
le FS en priorité comme parameétre de déclenchement en se positionnant au seuil de
résolution minimal reproductible sur des CMF de type Gallios W2. Cependant le choix du
paramétre de déclenchement dépend en priorité du type de cytométre choisi, les

performances de résolution en diffraction étant trés variable d'un instrument a l'autre.

B) DECLENCHEMENT EN FLUORESCENCE

Une deuxieme stratégie propose de fixer un seuil de fluorescence comme
discriminant, et de s’intéresser aux FSC et SSC dans un second temps. Les MP n’étant pas
pourvue de qualité d’auto-fluorescence cette stratégie implique de disposer d’un marqueur
spécifique présent sur I'ensemble des MP a analyser. Une des caractéristiques des HS-CMF
est leur sensibilité de fluorescence accrue rendant possible la détection de faibles signaux de

fluorescence idéale pour la détection des MP.
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Cependant une part des MP n’expose pas la PS en surface et rendant I'annexine V
inutilisable (Arraud et al. 2014). L’absence de marqueur exhaustif et spécifique des MP limite
I’emploi de cette stratégie.

De méme le faible signal de fluorescence provoqué par le passage d’'une MP marquée
devant le laser est tres proche du bruit de fond de l'instrument. Le positionnement du
discriminant doit étre précis et s’effectue a I'aide d’un contréle isotypique permettant de

définir la hauteur du signal de fluorescence obtenue en absence de MP.

C) COMPARAISON DES STRATEGIES

Une étude présentée a I'occasion des sous-comités de standardisation de I'ISTH SSC
en 2012 par Micah Mooberry compare les différentes stratégies de « gating » sur plusieurs
cytometres (Mooberry 2012). Les résultats de numérations de PMP obtenues par ces deux
stratégies sur des cytometres optimisés en FSC sont semblables. En revanche des résultats
variables ont été observés sur des cytometres optimisés en SSC. Ces cytométres offraient
tout de méme une meilleure sensibilité de détection permettant de doubler les numérations
de PMP. Cette étude a permis de montrer une plus grande sensibilité de détection en
utilisant un déclenchement par fluorescence (Annexine V-FITC) mais ces résultats ont été
discutés en raison du risque de détection de signaux non spécifique.

Arraud publie en 2016 des résultats de numérations de MP obtenues a partir de PFP
sur le Gallios en comparant ces deux stratégies de déclenchement (en fluorescence par
I’Annexine V marquée et FSC). Il retrouve 40 fois plus d’évenements Annexine V+ en
fluorescence qu’en FSC (Arraud et al. 2016) mais ces résultats sont critiquables de par leur
manque de spécificité. Toutefois, la limite de taille inférieure de détection des MP est
estimée autour de 200nm en utilisant un déclenchement en diffraction lumineuse (Chandler
2016) et autour de 100nm en déclenchement par fluorescence (Nolte-'t Hoen et al. 2012).

D’autres marqueurs peuvent étre employés pour cette stratégie comme le colorant
de membrane lipidique PKH67 (van der Vlist et al. 2012; Nolte-'t Hoen et al. 2012) ou encore
d’autres anticorps dirigés contre des antigenes spécifiques de lignée mais ils ne sont pas

nécessairement utilisables dans les échantillons biologiques.
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Comme le montre la Figure 26 (ci-dessous), le déclenchement de fluorescence
présente I'avantage d'une plus grande sensibilité par rapport aux mesures de diffraction de
la lumiere aboutissant a la détection de MP de plus petite taille. La détection de MP par
fluorescence abaisse la limite de détection aux alentours de 100 a 200 nm (van der Vlist et
al. 2012; Nolte-'t Hoen et al. 2012; Arraud et al. 2014, 2016).

Outre l'absence de marqueur universel a ce jour, la problématique de Ia
standardisation limite également I'emploi de cette stratégie. Bien que plus sensible la
méthode de déclenchement par fluorescence pose deux questions.

Comment standardiser les numérations obtenues en déclenchement par
fluorescence ? Puisqu’aucun marqueur a la fois spécifique et exhaustif ne semble disponible
(van der Vlist et al. 2012; Arraud et al. 2016).

Quel marqueur utiliser ?
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Figure 26: Comparaison des stratégies de gating en fluorescence et en diffraction (Extrait de Arraud
2016 ; Fluorescence Triggering: A General Strategy for Enumerating and Phenotyping
Extracellular Vesicles by Flow Cytometry). FS triggering: detection en FS; FL triggering: detection
en fluorescence. Les monomarquages par annexine V-Cyb, anti CD41-PE et anti CD235a- PE
apparaissent en bleu, vert et rouge respectivement. Le bruit de fond est représenté en gris. On
observe qu’en FSC les EVs annexine V+, CD41+ et CD235a+ sont superposées au bruit de fond de
l'instrument. Au contraire ces EVs apparaissent trés clairement dissociées du bruit de fond lors du
gating en fluorescence.
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En somme, il n’existe pas de consensus sur le choix de la stratégie de « gating ». Bien
gue plus sensible, 'absence de standardisation de la stratégie par fluorescence ne permet
pas son utilisation lors d’étude multicentrique et les stratégies basées sur la diffraction
lumineuse dépendent des performances intrinseques de I'instrument utilisé.

L'arrivée d’instruments présentant de meilleures résolutions en diffraction combinée
a l'utilisation de billes de tailles calibrées font de la stratégie de « gating » basée sur la
diffraction lumineuse une stratégie de choix. Cette stratégie est donc actuellement la plus
utilisée dans la littérature. Cependant cette vision pourrait rapidement évoluer et aboutir a

des stratégies combinant les 2 stratégies.

V)  ARTEFACTS DE MESURE DE MP PAR CMF

A) ARTEFACTS PRE-ANALYTIQUES

Les paramétres pré-analytiques influent fortement sur la mesure des MP quelque soit
la méthodologie employée (Yuana et al. 2011). La raison principale vient du fait que les MP
proviennent de mécanismes d'activation cellulaire qui peuvent facilement étre induit ex vivo.
L'identification de facteurs pré-analytiques impactant les résultats d’analyse des MP a
permis de proposer des recommandations et d’améliorer la reproductibilité interlaboratoire
de la mesure des MP par CMF (Lacroix et al. 2012, 2013, Witwer et al. 2013). Ces
recommandations ont été récemment actualisées par un panel d'expert (Coumans et al.
2017). Celles-ci ne seront que brievement exposés dans ce chapitre.

Le prélevement doit étre effectué avec une aiguille de diametre de 19 a 21 gauges,
en I'absence de garrot. Le premier millilitre de sang ne doit pas étre utilisé par I'analyse des
MP. L’échantillon doit étre collecté dans des tubes citrates 109mM et I'homogénéisation du
prélevement doit étre délicatement. Si un transport est nécessaire, celui-ci doit étre en
station verticale, sans agitation, a température ambiante, dans un délai rapide, vers le
laboratoire afin d’étre décanté dans un délai idéalement inférieur a 2h. Le laboratoire doit
immédiatement prendre en charge I'échantillon et procéder a une double centrifugation a
température ambiante, de 15 min a 2500g afin d’obtenir un plasma trés appauvri en
plaquette (PFP). Afin d’éviter la perte des MP lors de la centrifugation et pour conserver

leurs caractéristiques intactes, I'idéal est de travailler sur des échantillons de plasma frais.
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Cependant, du fait de la contrainte que cela représente, il est bien souvent
nécessaire de reporter 'analyse, ainsi la conservation des plasmas a -80°C ou dans l'azote
liquide est indiquée. La décongélation devra s'effectuée rapidement a 37°C. Dans tous les
cas, afin de garantir la qualité des résultats, les controles et les échantillons de patients
doivent étre traités dans les mémes conditions.

Alternativement des analyses en sang total ou sur sérum ont été rapportées dans la
littérature. Ces protocoles s'ils ne remplissent pas les conditions de préservation de la
composition de MP circulantes, peuvent toutefois présenter un intérét lors de la recherche
de sous-populations de MP non circulantes chez le sujet sain comme les MP d'origine
endothéliale, placentaire ou tumorale ou les autres vésicules extracellulaires pour lesquelles
les protocoles recommandés pour les MP ne sont pas nécessairement adaptés.

Ces contraintes pré-analytiques représentent indéniablement une contrainte
limitante pour leur utilisation en clinique et devront nécessairement étre simplifiés en
fonction de l'intérét particulier soulevé par une sous-population ou activité spécifique de MP
dans une indication clinique déterminée. Néanmoins, ces recommandations présentent un
"garde fous" contre les résultats artéfactés trop facilement obtenus et rapportés dans la
littérature dans ce domaine. Ces considérations s'appliqguent également aux aspects

analytiques de la mesure des MP par CMF.

B) INTERFERENCES ANALYTIQUES

1) SOURCES D'INTERFERENCES (ECHANTILLON)

a) LES VESICULES LIPIDIQUES

En ce qui concerne le milieu plasmatique les lipides sont bien connus comme source
d’interférence avec les méthodes utilisant la transmission de lumiére. En cytométrie de flux,
la lipémie, et en particulier les chylomicrons, ont été décrit comme interférences de
détection des plaquettes (Cantero et al. 1998). Plus récemment, ils ont aussi été identifiés
comme sources d’interférences dans la détection des MP ainsi que d’autres vésicules
lipidiqgues du fait de leur faible indice de réfraction et de leur petite taille. En effet, une
analyse d’échantillons enrichis en lipides (in vitro et in vivo) a montré une réduction du
nombre de MP d'origine endothéliale détectées par CMF chez des volontaires sains et des

patients atteints de pathologies cardiovasculaires (van lerssel et al. 2012).
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Cette diminution est non linéaire et inversement liée a la concentration en
triglycérides du plasma suggérant une interférence lipidique. Cette étude montre la
précaution d’interprétation a prendre en compte pour les plasmas lipémiques.

L’échantillon peut également contenir des agrégats protéiques, des macromolécules
(polymere de vWF, fibrine ...), des débris cellulaires comme les plaquettes fragmentées, ou
des complexes immuns insolubles qui constituent des sources potentielles d’interférences
en diffractant la lumiére.

Par exemple, il a été montré que des complexes immuns insolubles présents dans les
liquides articulaires de patients atteint de polyarthrite rhumatoide pouvaient interférer avec
la détection de MP (Gyorgy et al. 2011).

Cependant, la spécificité de l'analyse multiparamétrique rendue possible en CMF
permet de faire la distinction entre ces interférences et les vraies MP. De ce fait la CMF est
bien moins impactée par ce probleme que des techniques comme les NTA ou le RTPS par

exemple.

b) LESAGREGATS D’ANTICORPS

La présence d’agrégats d’anticorps dans les flacons de réactifs peut induire une
surestimation des numérations de MP. Par exemple, |la présence d’agrégats d’anticorps anti-
FT entraine des résultats faussement positifs de détection de Mono-MP-FT+. La méme
proportion de Mono-MP —FT+ a été mesurée en condition activées et non activées alors que
le dosage de I'activité FT effectué sur les deux échantillons montrait une absence d’activité
FT sur les MP provenant de monocytes non activés. (Aass et al. 2011).

Il est donc recommandé de centrifuger a haute vitesse soit 20000g pendant 2 min les
suspensions d’anticorps avant leur utilisation. Une filtration a 0,1um des anticorps permet
également d’éliminer efficacement les agrégats d’anticorps. Cette méthode est plus
facilement intégrable dans la pratique quotidienne mais entraine une perte significative de

réactif (Inglis et al. 2015).

c¢) COAGULATION EX VIVO DES PFP

Les MP portent une activité procoagulante. Ainsi, les échantillons plasmatiques riches
en MP peuvent facilement coaguler in vitro ce qui fausse les résultats. Certaines situations

favorisent la formation de caillot in vitro :
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Concentration calcique élevée : La liaison Annexine V-PS n’est réalisée qu’en présence
de taux calciques physiologiques. Cependant |'apport de calcium est un élément
déclencheur de la cascade de la coagulation. L'apport de calcium in vitro dans un
échantillon de plasma contenant des MP peut entrainer I'activation de la cascade de
coagulation. La micro-coagulation des plasmas recalcifiés est une source d’erreurs qui n’a
été décrite que récemment et a pu conduire a de nombreux résultats erronés par le
passé.

Afin d’éviter la coagulation des plasmas induite par la recalcification des échantillons, des
protocoles d’analyse en CMF en présence d’héparine ont pu étre appliqués sans fausser
les résultats (van der Heyde et al. 2011). D’autres équipes préconisent I’hirudine, un
antithrombine direct, ou encore I'utilisation d’un ligand du PS, autre que I’Annexine V,
calcium-indépendant (Poncelet et al. 2015).

La température: Les facteurs de la coagulation et notamment le FVII peuvent étre activés
par le froid. Les plasmas contenant du FVlla peuvent induire une coagulation in vitro. La
décongélation des plasmas doit étre effectuée a 37°C. De plus la lecture d’une
préparation de plasmas destinés a I'analyse des MP par CMF contenant déja de

I’Annexine V et son tampon calcique ne doit pas étre retardée.

2) LIMITATIONS DES INTERFERENCES

a) PAR PURIFICATION DES MP

Dans le but de limiter les interférences, des purifications de MP peuvent étre

effectuées en phase pré-analytiques (Coumans et al Circ Res 2017). Méme si elles limitent la

guantification et la reproductibilité, elles présentent I'avantage de s’affranchir a la fois du

bruit de fond échantillon mais également du bruit de fond optique. Il n’existe pas de

méthode spécifique isolant seulement les EVs. Des protéines solubles, des agrégats de

protéines, des lipoprotéines (en particulier les lipoprotéines de haute et basse densité [HDL

et LDL, respectivement]), et d'autres particules, y compris les organites cellulaires et virus

peuvent persister dans le mélange. Différentes propriétés physiques et biochimiques portant

sur la taille, la densité de masse, la forme, la charge, et I'exposition aux antigenes peuvent

servir aisoler les EVs.
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La Centrifugation différentielle utilise la force centrifuge pour isoler les EVs selon
leur taille et leur densité par des centrifugations séquentielles croissantes. Cette méthode
chronophage n’achéve pas l'isolement des EVs et peut favoriser la présence d’agglomérats.

La Centrifugation a gradient de densité isole également les EVs selon taille et
densité. L'iodixanol iso-osmotique et peu visqueux permet de raccourcir les temps de
centrifugations. La technique de flottation reste a ce jour une des techniques les plus
performantes pour purifier les MP et autres EVs mais sa lourdeur de sa mise en ceuvre
prévient toute utilisation en clinique.

La précipitation a base de polyéthylene glycol ajouté et incubé a 4 ° C pendant 15
minutes a 12 heures peut faire précipiter les petites EVs. Mais le niveau de pureté de ces
préparations est faible.

La Chromatographie d'exclusion de taille (SEC) permet la séparation des EV selon

leur taille sur une colonne. Le seuil de taille est déterminé par le choix de la matrice
d'exclusion, par exemple, Sepharose 2B, a une taille de pore d’environ 60 nm.
La SEC élimine 99% des protéines plasmatiques solubles et > 95% de HDL a partir de la
fraction la plus pure d'EVs, sans induire d'agrégation. Les principaux composants co-isolés
sont des particules de taille inférieure au seuil de coupure, des virus, des agrégats de
protéines et les protéines trés importantes telles que facteur de von Willebrand et
chylomicrons et LDL. Cette méthode est rapide et peu co(teuse. Les différentes fractions
obtenues contiennent différentes populations d’EVs analysable séparément.

L'ultrafiltration permet une séparation des EVs a partir de composants solubles
passés a travers un filtre, sous une pression appliquée dans une centrifugeuse. Du fait de la
force appliquée les vésicules dont la taille est supérieure a celle des pores peuvent passer le
filtre. L'ultrafiltration est une méthode et peut concentrer les EVs jusqu'a 240 fois.

L'immunocapture utilise des anticorps monoclonaux immobilisés sur une surface
pour capturer des EVs qui exposent un ligand spécifique. Elle peut isoler les sous-populations
d'EVs. Cette méthode est actuellement bien utilisée en cytométrie comme moyen de
dépasser la limite de détection des instruments pour les MP de petite taille. Les billes
couvertes de MP sont analysées en CMF (Melo et al. 2015). Ceci présente donc le double
avantage d'éliminer les interférences et de rattraper le défaut de sensibilité des instruments.
Des kits de détection de MP ou d'exosomes par CMF sur billes sont déja commercialisés (par

exemple, Exoflow, System Biosciences, Mountain View, CA).
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b) PAR UTILISATION DE CONTROLES DE SPECIFICITE

Différents contrbéles ont été proposés afin de limiter les interférences dues aux
évenements non spécifiques :

En pratique, pour chaque échantillon un contréle isotypique pour chaque
fluorochrome est utilisé dans le but d’évaluer le bruit de fond de fluorescence. Les contréles
isotypiques sont des anticorps monoclonaux de méme isotype que celui utilisé dans le panel
couplé au méme fluorochrome mais non réactif vis-a-vis de I’échantillon.

La difficulté réside dans le fait de trouver le controle isotypique adapté et des causes
de variabilités dépendantes du contréle lui-méme entrent en considération: i) non-
conformité de l'isotype avec l'anticorps, ii) variations de conjugaison conduisant a des
différences dans le rapport fluorochrome / protéine, iii) localisation de la liaison au
fluorochrome qui peut éventuellement interférer iv) la concentration de lisotype ne
correspond pas exactement a la concentration d'anticorps (Trummer et al. 2008).

Il existe des moyens de vérifier la concordance du couple contrdle isotypique /
anticorps : soit en utilisant un plasma exempt de MP soit en utilisant une population de MP
non réactive vis a vis de I'anticorps. Ainsi, la concentration du contréle isotypique sera
déterminée de telle facon qu'il génere le méme bruit de fond de fluorescence que I'anticorps
spécifique. On parlera alors d'anticorps "matchés" en fluorescence. Cette vérification n'est
habituellement pas nécessaire pour I'analyse des cellules (Lacroix et al. 2014).

Pour un nouvel anticorps, il est également possible de démontrer la spécificité du
marquage par négativation du signal aprés centrifugation, filtration, compétition avec un
anticorps non fluorescent ou par immunocapture. Cette derniere stratégie est illustrée dans
la Figure 27, montrant la spécificité du marquage EpCAM sur des MP de pleurésie
maligne(Roca et al. 2016).

D'autres controles ont été rapportés dans la littérature :

— La phalloidine qui cible avec une grande affinité la f-actine intracellulaire exposée
lorsqu’une membrane est |ésée peut étre utilisée afin de différencier les PMP, des
plaguettes fragmentées (Mobarrez et al. 2010).

— L'ester acetoxymethylé de la calceine (calcein-AM) est un dérivé de la fluorescéine qui
est utilisé comme colorant vital.

C'est un composé non-fluorescent qui traverse passivement les membranes

phospholipidiques et devient fluorescent aprés clivage par les estérases cytosoliques.
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La calcein-AM permet alors de marquer les MP viables c’est a dire celles qui ont
contenus les estérases au sein de leur cytosol (Bratosin et al. 2005).

— L'utilisation de détergent, comme le triton X-100 ou le sodium dodecyl sulphate, lysant
préférentiellement les MP d a été suggéré dans le but de les différencier des complexes

immuns circulants (Gyorgy et al Blood 2011)
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Figure 27 : Détection de MP tumorales par un double marquage annexine V+ / EpCAM+ (extrait de
Roca et al Oncotarget 2016). Les histogrammes montrent de gauche a droite les résultats obtenus sur
liquide pleural avant immunocapture, sur liquide pleural aprés immunocapture et sur I'extrait purifié par
immunocapture par des billes coatées par un anti-EpCAM. Ces résultats montrent la spécificité du
marquage EpCAM sur les MP.

3) PROBLEMES DE QUANTIFICATION DES MP

a) VARIABILITE FLUIDIQUE

L'instabilité fluidique de la plupart des instruments utilisant un compresseur pour
créer un vide qui actionne le systeme fluidique, ne permet pas une quantification directe des
éléments analysés par les cytometres. En effet, le volume exact d'échantillon passé dans la
cellule d'analyse reste inconnu. Il est donc nécessaire d'utiliser une calibration externe pour
déduire les concentrations de MP.

Les billes utilisées pour les quantifications cellulaires présentent un signal trop fort
qui n'est pas reconnu normalement par les systemes électroniques des instruments dans des
conditions de réglage pour les MP. Des billes adaptées aux MP ont donc été développées
comme par exemple les billes MP-Count de 3 um de diametre, fluorescentes en PE
commercialisée par Biocytex (Poncelet et al. 2015). Cette stratégie a récemment été testée
en association a un protocole de standardisation (Cointe et al. 2017).

Les résultats satisfaisant obtenus a la fois sur des instruments optimisés en FSC et SSC

ont permis de valider cette stratégie de quantification absolue.
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La pureté des billes de comptage des MP est un facteur déterminant pour éviter une
contamination de la mesure par des "fragments" de billes ou des résidus issus de leur
préparation.

Par ailleurs ces billes permettent un controle du systeme fluidique et permettent
d’identifier la formation d’'un micro-coagulum piégeant les billes en cas de faibles

numérations (Poncelet et al. 2015).

b) PROBLEME DE COINCIDENCES (SWARMING)

E. Van der Pol décrit sous le nom de « swarm detection » (van der Pol et al. 2012), le
phénoméne bien connu de « coincidence » provoqué par le passage simultané de 2 ou plus
évenements devant le systeme de détection optique. Adapté aux MP, ce phénomeéne est
responsable de la détection d’évenements qui théoriquement n’auraient pas pu étre
détectés par le CMF de maniere individuelle. Le passage concomitant de plusieurs éléments
qui pris individuellement aurait produit un signal inférieur au seuil de déclenchement
permet leur détection en augmentant artefactuellement le signal produit.

La dilution en cascade de I’échantillon permet l'identification de ce phénomeéne qui
est par définition non linéaire. L'analyse d’échantillons suffisamment dilués limite ce

phénoméne réduisant ainsi les variabilités de quantification.

VI) STANDARDISATION

A) NECESSITE DE STANDARDISATION

Une observation scientifique est le résultat d’'une expérience réalisée dans certaines
conditions, dans un laboratoire donné a un temps donné. Pour devenir une vérité
scientifique cette observation doit étre confirmée dans d’autres conditions et d’autres
laboratoires. Concernant les MP de nombreuses observations publiées sont contradictoires.
C’est le cas des taux de PMP retrouvées dans la circulation de sujet sains estimés entre 2/ulL
a plus de 500.000/uL selon les études (Shah et al. 2008; Montoro-Garcia et al. 2012). Cette
large variabilité de résultat est due au manque de standardisation. Un tel manque de
reproductibilité entrave le développement des MP comme biomarqueurs.

Dans le but de comparer des résultats issus d’études multicentriques employant

divers types de cytometres, I'emploi de stratégies standardisées est indispensable.
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L'ISTH avec deux sous-comités de standardisation (SSC vascular Biology, and
Haemostasis and Malignancy), I'« International Society for the Advancement of cytometry »
ISAC, et I'« International Society for Extracellular Vesicles » ISEV participent a un effort
commun pour proposer des solutions pour la standardisation de la mesure des MP par CMF.
Notre laboratoire a tres significativement contribué a ces travaux (Figure 28).

EV Flow Cytometry Working Group: [SAC & ISTH Working with ISEV
to develop improved tools, methods, and standards for EV analysis

*  Need for high throughput EV analysis

.' +  Knowledge on biological samples & EV isolation
*  Development of EV analysis technologies
' *  Many end-users
INTERNATIONAL SOCIETY FOR
' EXTRACELLULAR VESICLES

<ISAC Sthlnte nditnd ometyon
ol | Thrombosis and Haemostasis

S5C on Vascular Biology
Development of guidelines for plasma EV isolation
+ Standardization of plasma EV analysis & functional
assays (e.g. coagulation)
*  Many end-users

International Society for Advancement of Cytometry

« Technology development (cytometry)
*  Education

+  Strong connections with Industry

*  Interface of users

Figure 28 : Groupe de travail constitué de I''STH, I''SEV et I''SAC pour le développement de la CMF et
de la standardisation de I'étude des MP

B) OUTILS DE STANDARDISATION

1) STANDARDISATION BASEE SUR LA DIFFRACTION LUMINEUSE

Les fenétres d’analyse des MP sont généralement définies par |'utilisation de billes
dont la taille est connue. Les premiéres stratégies de « gating » utilisaient des billes de 1um
afin de délimiter la partie supérieure de la fenétre d’analyse séparant les MP des plaguettes
(Kim et al. 2002). Les signaux provenant des plus petites MP se superposaient au bruit de
fond, ainsi la délimitation inferieure était dictée par la limite de détection de I'instrument.

En 2009, Philippe Poncelet a proposé la stratégie Megamix constitué d’un mélange de
billes fluorescentes en polystyrene de 0,5 um et 0,9 um selon un ratio fixé a 2:1 comme
outils de standardisation. La bille de 0,9 um fixe la limite supérieure. La limite inférieure est
fixée a I'aide du ratio entre ces 2 billes.

Plus précisément la limite inférieure est fixée a un seuil qui permet d'inclure dans

I'analyse autant de billes de 0,5um que de billes 0,9um (soit 50% de la bille de 0,5 um).
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De cette facon la limite inférieure est placée de maniere précise et reproductible
dans une zone en limite de bruit de fond soumise a de nombreuses variations méme sur un
méme instrument. Cette stratégie de standardisation a été validée par une étude de la
variabilité des numérations de PMP sur 3 cytomeétres FC500 (SD-CMF). Les coefficients de
variation intra- et inter- cytometres étaient respectivement inferieurs a 10 et 12% (Robert et
al. 2009).

En 2010, un premier atelier collaboratif multicentrique international définissait la
reproductibilité inter-laboratoire sur 40 laboratoires et 14 types de cytometres différents en
réalisant des numérations de PMP selon la stratégie Megamix (Biocytex, France). Les
cytomeétres optimisés en parametre FSC ont obtenus des numérations de PMP comparables
ouvrant la voie de la standardisation. En revanche, les résultats obtenus a partir des
cytometres dont la sensibilité était meilleure en SSC étaient discordants. Les billes Megamix
représentaient un bon calibrant pour les cytometres FSC mais ne constituaient pas le
calibrant universel recherché (Lacroix et al. 2010a).

Par la suite, deux kits de standardisation ont donc été proposés : « Megamix-Plus
FSC » adapté aux instruments optimisés en FSC ou « Megamix-Plus SSC» adapté aux
instruments optimisés en SSC. Le réactif Megamix-Plus FSC contient des billes de 0,1 um, 0,3
pm, 0,5 um et 0,9 um et le réactif Megamix-Plus SSC contient des billes de 0,16 um, 0,20
pum, 0,24 um and 0,5 um. Ces deux jeux de billes calibrées ont été développées afin d’obtenir
des résultats comparables entre les CMF type FSC et SSC (Poncelet et al. 2016a). La
correspondance entre ces deux jeux de billes a été précisément déterminée de fagon a ce
gue la fenétre d'analyse entre la bille 0,3 et 0,9 um sur le kit FSC inclue exactement le méme
« range » de taille de MP que la fenétre définie par une limite entre les billes 0,16-0,20 um
et la bille 0,5um sur le kit SSC.

Cette stratégie integre ainsi le fait que des éléments de méme taille présentant des
index de réfraction différents génerent des signaux d'intensité différente qui varient en
fonction de I'angle de détection utilisé. Elle répond donc a la fois aux critiques faites sur
['utilisation de billes synthétiques pour calibrer la mesure des MP et a l'utilisation naive de
ces billes qui entraine souvent une interprétation inexacte des données.

Cette stratégie basée sur I'emploi de billes, utilisable pour la plupart des instruments
disponibles sur le marché a été testé comme outils de standardisation pour I'analyse des MP

lors d’un essai multicentrique de I'lSTH coordonné par notre laboratoire.
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Dans cet essai, aucune différence significative entre les numérations de PMP n’a été
observée entre les familles d'instrument utilisant des systemes optiques différents prouvant
ainsi la faisabilité de la standardisation des numérations de MP entre différents cytometres
(Cointe et al. 2017).

Cette stratégie ne permet toutefois pas la déduction directe de la taille exacte des
MP analysées mais plut6t de leur taille relative. (van der Pol et al. 2013).

Plus récemment |'équipe de R. Nieuwland a proposé une approche basée sur la
correction de l'impact de l'indice de réfraction pour déduire la taille absolue des MP.
Brievement, les billes de polystyréne dont la lumiére diffractée est mesurée puis modélisée
selon la théorie des Mie dans le but de déterminer I'effet de la configuration spécifique du
cytometre utilisé et de pouvoir en retour déduire la taille des MP et donc standardiser par la
taille la fenétre d'analyse des MP. Cependant cette stratégie nécessite de poser comme
hypothése une valeur définie pour l'indice de réfraction des MP. La marge d'incertitude est
en réalité considérable et cette approche est donc largement débattue.

D’autre calibrant ayant des indices de réfraction plus proches des MP que les billes de
polystyréne pourraient constituer une alternative comme les liposomes synthétiques de
tailles connues, les virions de taille uniforme ou bactéries (van der Pol et al. 2014).
Cependant, les matériaux de référence biologiqgues manquent de stabilité et de
monodispersité. Alternativement, |'utilisation de billes de silice creuses pourrait faciliter le
« gating » des vésicules extracellulaires car elles ont un indice de réfraction faible, proche de
celui des microvésicules lipidiqgues. De ce fait certains auteurs pensent que ces billes
pourraient constituer une meilleure stratégie (Foladori et al. 2008; Parida et al. 2015). Pour
le moment aucun de ces outils n’a été validé par une étude multicentrique cependant
concernant les liposomes, une corrélation entre le signal SSC et |la taille des liposomes et MP

correspondantes a été démontrée (Simonsen 2016).

2] STANDARDISATION AVEC PARAMETRE DE DECLENCHEMENT PAR FLUORESCENCE

La fluorescence est également une source importante de variabilité entre les
instruments qui est accentuée par l'arrivée de cytometres plus sensibles que
précédemment. Ceci montre la mise nécessité de développer des outils permettant de
standardiser le signal de fluorescence pour la mesure des MP. Si aucune stratégie n'est
encore disponible a ce jour, plusieurs travaux sont en cours.
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PARTIE III : DETECTION DES MP PAR CYTOMETRIE
FLUO-SENSIBLE

I) CONTEXTE ET OBJECTIFS

Comme introduit dans les parties précédentes de ce manuscrit, la détection des MP
par CMF est limitée par la petite taille de ces événements et donc par la faible quantité
d'antigéne présent a la surface de chaque MP. Des progres tres significatifs ont été réalisés
ces derniéres années pour la détection des événements de petites tailles par CMF et leur
standardisation. Tres schématiquement, ces améliorations méthodologiques ont permis de
"voir plus petit" cependant une large proportion de ces petites vésicules nouvellement
détectées n'est pas identifiable en terme d'origine cellulaire en raison du trop faible signal
de fluorescence généré. Le nouveau challenge est donc maintenant d'étre capable de
"caractériser plus petit" en améliorant la sensibilité de fluorescence. Des expériences
préliminaires réalisées dans le laboratoire sur un nouveau cytometre présentant une haute-
sensibilité de détection en fluorescence (CytoFLEX S, Beckman-Coulter) ont montré une
détection significativement plus élevée des sous-populations leucocytaires de MP dans des
conditions purifiées en comparaison avec le cytomeétre Gallios.

L'objectif de ce travail était donc de tester pour la premiére fois I'apport et les
limites d'un cytométre fluo-sensible (CytoFLEX S) pour la détection des MP plasmatiques
dans les conditions réelles d'échantillon plasmatique.

Afin de répondre a cet objectif, les performances en terme de stabilité et de
sensibilité de fluorescence du nouveau cytometre ont été vérifiées. Puis, les MP
plasmatiques de 12 sujets sains et 22 patients présentant une TIH ont été mesurées sur le
cytomeétre fluo-sensible sur un protocole multi marquage permettant de discriminer quatre
sous-populations de MP (les MP plaguettaires (PMP), granulocytaires (Gran-MP),
monocytaires (Mono-MP) et endothéliales (Endo-MP). La faisabilité d'une étude comprenant

190 patients suspects de TIH a été évaluée.
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II) MATERIELS ET METHODES

A) LES ECHANTILLONS

Echantillons patients : Au cours de cette étude nous avons travaillé en aveugle sur

des échantillons provenant de 190 sujets issus d'une cohorte de patients recrutée sous la
responsabilité du Pr B. TARDY (Saint Etienne, France). Tous les patients ont signé un
consentement éclairé incluant la mesure de leur MP et |'étude a été autorisée par un comité
éthique local a Saint-Etienne.

Echantillons témoins : 12 échantillons obtenus a partir de donneurs volontaires non

atteints de TIH ont été prélevés puis traités selon les mémes conditions décrites ci-dessus.
Ces PFP ont permis d’établir des valeurs de référence sur CytoFLEX S, et ont été comparées

aux résultats obtenus sur Gallios.

B) LES CYTOMETRES

Le CytoFLEX S est un cytometre équipé de 4 lasers (violet 405 nm, bleu 488 nm, jaune
585nm, rouge 638 nm) et 13 détecteurs de fluorescence. Il collecte également le FSC, le SSC
classique et une diffusion latérale supplémentaire (V-SSC = Violet Side Scatter) a 405 nm. Ce
V-SSC-violet utilisé comme parametre de déclenchement permet une meilleure détection
des petites particules. De plus, ce cytométre posseéde un systeme de photodétection
constitué de photodiodes a avalanche associé a un banc optique limitant le nombre de filtres
ce qui permet théoriguement d'améliorer sa sensibilité en fluorescence. Il permet une tres
grande vitesse d’analyse (30 000 événements par seconde). Sa gestion s’effectue grace au
logiciel CytExpert.

La configuration optique de notre cytometre permet d’exciter la FITC par le laser
bleu, la phycoérythrine (PE), PE-Cyanine 5 (PC5) et PE-Cyanine 7 (PC7) par le laser jaune et
I'allophycocyanine (APC) par le laser rouge. Le laser jaune présent sur le CytoFLEX S permet
une meilleure excitation de la PE et de ces tandems PC5 et PC7. D’autre part 'emploi d’un
laser différent entre PE et FITC évite d’avoir a effectuer des compensations de fluorescence
entre ces deux fluorochromes et limite le phénomeéne de dispersion (spreading) du signal de

fluorescence. La configuration optique du cytometre est présentée en annexe 1.
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Pour des expériences de comparaison, le cytometre Gallios a été utilisé. Ce cytomeétre
comprend 3 lasers et 10 PMT. Etant optimisé en FSC, les mesures MP ont été effectuées
selon le protocole standardisé décrit précédemment en utilisant les billes fluorescentes
Megamix-Plus selon le protocole publié par S.Robert (Robert et al. 2012).

Tous les retraitements ont été réalisés a I'aide du logiciel Kaluza.

C) REACTIFS

L'annexine V, ainsi que tous les anticorps monoclonaux et isotypes marqués utilisés,
présentés dans le tableau 4 proviennent de Beckman-Coulter ainsi que les tubes en
polypropyléne.

Les billes de comptage sont les MP-Count Beads (Biocytex, Marseille, France) qui sont
constituées de billes fluorescentes d’environ 3um optimisées pour le comptage absolu de
MP par cytométrie en flux.

Les billes de calibrations SPHERO™Rainbow Calibration Particles (8-pics) (Spherotec,
Chicago, MI) utilisées mesurent environ 3,0 um et possédent 8 niveaux de fluorescence
différents. Elles sont excitées entre 365 a 650 nm par la plupart des lasers et permettent de
déterminer la linéarité et la sensibilité¢ du systéme en fluorescence. Elles permettent
d'évaluer les performances de l'instrument en fluorescence.

Le mélange « Gigamix » (BioCytex), composé des suspensions volume a volume de
Megamix-Plus FSC (comprenant les billes : 0.1 um, 0.3 um, 0.5 pm and 0.9 um) et Megamix-
Plus SSC (comprenant les billes 0.16 um, 0.22 um, 0.24 um and 0.5 um) a été utilisé afin

d’assurer la reproductibilité entre les expériences.
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III) MISEEN PLACE DU PROTOCOLE

Le protocole multi marquage utilisé dans cette étude a spécifiquement été développé
pour I'étude des sous-populations de MP en vue d’une application a une cohorte de patients
atteints de TIH. Nous avons décidé d’étudier les PMP, les Leuco-MP en dissociant les Mono-

MP et les Gran-MP ainsi que les Endo-MP.

A)MAPPING DES MP-LEUCOCYTAIRE

Afin d'améliorer la détection des MP d’origine leucocytaire un travail préalable a été
réalisé dans le laboratoire afin de sélectionner les meilleures spécificités d'anticorps pour
mesurer séparément les Gran-MP et les Mono-MP. 64 spécificités myéloides ont été testées
sur des MP sécrétées in vitro par des monocytes et polynucléaires neutrophiles. Parmi les
anticorps testés 14 et 9 anticorps ont permis la détection d’au moins 15% des Gran-MP et
Mono-MP respectivement. Les meilleures spécificités identifiées ont été le CD15 pour les

Gran-MP et HLA-DR pour les Mono-MP.

B) PROTOCOLE DE MULTI-MARQUAGE DES MP

Basé sur ces résultats récents, nous avons choisi d'appliquer dans notre protocole
une combinaison d'annexine V et un marquage des Gran-MP par un anti-CD15 et des Mono-
MP par un anti-HLA-DR. Une contamination des MP-Mono par des MP lymphocytaire B ou
lymphocytaire T activée n'est pas exclue a ce stade de connaissance. Les PMP sont
identifiées par la bi-expression d’Annexine V et du CD41. Les Endo-MP sont définies par le
triple marquage : Annexine V, CD31, CD146 en excluant les évenements CD41+. La
combinaison de ces marqueurs est détaillée dans le tableau 4

Le protocole de marquage prévoit la préparation de 3 tubes (tableau 5) :

— Le premier tube est un tube contréle constitué d'annexine V et d'un mélange d’anticorps
isotypiques. Chaque anticorps de ce mélange a été matché en bruit de fond de
fluorescence par rapport a l'anticorps spécifique correspondant. Ce tube permet de
définir le seuil de positivité pour I'analyse des sous-populations de MP. Les événements
comptabilisés avec ce tube ne doivent pas dépasser des seuils prédéfinis pour chaque

sous-population et sont retranchés aux valeurs obtenus par les marquages spécifiques.
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— Le second tube permet l'identification des sous populations de PMP, Gran-MP et Mono-
MP.

— Le troisieme tube est consacré a la détection d’Endo-MP. La détection de cette sous-
population a été volontairement séparée du reste en raison de trop fort probléeme de
compensation autour de la PE et ses tandems en utilisant I'anticorps CD146-PC5.

Les concentrations de tous les anticorps ont été déterminées par rapport aux courbes
de titration réalisées sur des MP purifiées de chaque sous-population en privilégiant le
meilleur signal/bruit. 10ul de PFP est incubé dans chacun des tubes en présence de binding
buffer (BB) pour assurer un apport de calcium permettant la fixation de I‘annexine V aux MP

et d'hirudine pour permettre d'éviter une activation de la coagulation dans le tube.

Laser d’excitation Fluorochromes  Tube 1 Isotype Tube 2 PMP/Leuco-MP Tube 3 Endo-MP

BLEU FITC Annexine V Annexine V Annexine V
(488nm)
JAUNE PE IgG1l HLA-DR CD31
(585nm) Pc5 IgG1 / CD146
Pc7 IgG1 CD41 CD41

Tableau 4 : Combinaison d’anticorps. Pour chaque tube les sondes, fluorochromes et lasers
d’excitation sont indiqués. Les prises d’essais par patient sont respectivement de 1,7; 0,7 et 4 uL pour

I'anticorps anti-CD31-PE, les autres anticorps monoclonaux et 'annexine V.

Tube 1 Isotype Tube 2 PMP/Leuco-MP | Tube 3 Endo-MP
Mix (pL) 6.8 6.1 7.0
Plasma (uL) 10 10 10
Incubation 20 min a T° ambiante a I'obscurité
Tampon 250pL de binding buffer + Hirudine
Billes de comptage (pL) 10 10 10

Tableau 5 : Protocole de marquage des échantillons. Le Mix correspond au mélange d’anticorps

précédemment présente.
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Les lectures ont été réalisées en plaque 96 puits a fond plat. L’acquisition de chaque
tube a été effectuée sur une durée de 2 min a un débit minimal (10ul/min). Afin d’éviter une
éventuelle contamination inter-puits intervenant au moment de I'agitation, un puits rempli

de liquide de gaine a été intercalé entre chaque puits d’échantillon.

C) STRATEGIE DE QUANTIFICATION

Le CytoFLEX S de par son systeme fluidique a valves péristaltiques est équipé d’un
systéme volumétrique permettant de s’affranchir de I'emploi de billes de comptage.
Cependant, les premieres expériences ont montré un vieillissement accéléré de la ligne
échantillons entrainant une perturbation du flux non prise en compte par le systeme
volumétrique. Donc nous avons décidé de maintenir la stratégie de quantification
habituellement employée sur Gallios dépourvu de systéme volumétrique en utilisant des
billes de comptage adaptées aux MP.

Afin de calculer le nombre absolu de MP par plL de plasma, le méme volume de billes
de comptage « MP-Count Beads » (BIOCYTEX,) que de plasma (10uL) ont été ajoutées dans
le protocole MP juste avant lecture de I’échantillon. La concentration de MP dans le plasma

a ainsi pu étre calculée selon la formule:

Double événement positif xConcentration du réactif MP — Count

Evénements/ulL =
/B Nombre de billes de comptage détectées par le cytométre

D)STRATEGIE DE DECLENCHEMENT « TRIGGERING » ET D’ANALYSE

La stratégie de déclenchement initialement choisie utilisait un seuil de
déclenchement en diffraction lumineuse basée sur le parameétre V-SSC placé juste a 10000
(UA) correspondant a la fin du signal obtenu par la bille 0,1um du Gigamix. Le mélange
Gigamix permet de définir une fenétre d’analyse des MP « MP GATE » de facon
reproductible. Cette stratégie en simple seuil est utilisable sur des échantillons purifiés mais
il n'a pas été possible de |'utiliser sur des échantillons plasmatiques en raison d'un bruit de
fond échantillons trop élevé. En effet, un trop grand nombre d’évenements par seconde
était enregistré par le cytométre ne permettant pas une résolution optimale et entrainant

un pourcentage d'"abort" électronique trop important.
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Une stratégie de déclenchement en double seuil a donc été choisie en fixant un seuil
supplémentaire en fluorescence sur le canal FITC. En I'absence de calibrant de fluorescence
adapté aux MP, le seuil a été placé de telle facon que les 8 billes du mélange SPHERO 8 Pics

soient détectables. La Figure 29 ci-dessous illustre le positionnement de la fenétre « MP

Gate ».
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Figure 29: Positionnement de la fenétre d’analyse « MP GATE » a l'aide du Gigamix. La borne
supérieure est fixée en V-SSC a la fin de la bille 0,5 um bien que cette borne ne corresponde plus a la
limite obtenue avec une analyse en SSC classique. La fenétre n’est pas délimitée en FSC.

Afin de pouvoir discriminer le bruit de fond de fluorescence de l'instrument et le
marquage réel des MP par I'annexine V, un plasma a été marqué par de l'annexine V en
présence uniquement du PBS -/- exempt de cation bivalent. Les résultats sont présentés
dans la Figure 30. Dans nos conditions, le seuil de positivité de I'annexine V-FITC a été fixé a

966 (MFI).
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Figure 30 : Détermination du seuil discriminant entre bruit de fond de fluorescence et signal de
marquage par 'annexine V-FITC.

La fenétre annexine V++ MP2 (superposée a la « gate » annexine V++ MP mais
biseautée) a été ajoutée dans un second temps. En effet, nous avons remarqué au cours des

retraitements une variation du signal du bruit de fond provoquée par le milieu plasmatique
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avec un signal dans le canal FITC pour des événements fortement positifs en v-SSC (Figure
31). Nous avons décidé de couper ce bruit de fond par une fenétre en biseau afin de

conserver seulement le signal de marquage spécifique.
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Figure 31: Signal obtenu par le marquage de I'annexine V en condition plasmatique sur CytoFLEX.
lllustration du positionnement de la fenétre d’analyse « Annexin V++ MP2 »

Comme illustré sur la Figure 32, I'ensemble des sous-populations de MP analysées
sont conditionnées sur la fenétre « Annexin V++ MP2 ». Les seuils de positivité sont ensuite
positionnés grace aux controles isotypiques sur le tube 1. Ces seuils sont transposés sur les

tubes 2 et 3 de marquage. Le méme masque a été utilisé pour tous les patients et témoins

analysés.
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Figure 32 : Masque d’analyse (A) obtenu sur le tube 2 PMP/Leuco-MP, (B) obtenu sur le tube 3 Endo-
MP. Données obtenues a partir d’un sujet sain.
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V)

A) EVALUATION DES PERFORMANCES INTRINSEQUES DU CYTOFLEX S

RESULTATS

Le CytoFLEX S est un cytometre de haute sensibilité récemment commercialisé que
nous avons décidé de tester pour la premiére fois dans les conditions d’'une étude clinique
portant sur des sujets sains et une cohorte de sujet atteints de TIH. La premiere étape
consiste donc a la validation des performances de résolution en diffraction et en

fluorescence du cytometre.

1) TESTS DES PARAMETRES DE DIFFRACTION

La résolution du parameétre de diffraction SSC a été évaluée en calculant les index de
séparation des billes du mélange Gigamix. La résolution des parameétres SSC (488-SSC) et v-

SSC (405-SSC) ont été comparées (Figure 33 — Tableau 6).

[Gigamix] 5SC-H [Gigamix] Violet SSC-H
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Figure 33 : Résolution des paramétres SSC et v-SSC sur CytoFLEX S obtenues avec les billes
Gigamix. Graphiques monoparameétriques SSC (a gauche) et v-SSC (a droite) conditionnées sur une

fenétre composite nommée « Gigamix » comprenant les billes du mélange permettent de comparer la
séparation des signaux provenant de chaque sous-population de billes.

Billes 0.1/0.16 | 0.16/0.22 | 0.22/0.24 | 0.24/0.3 | 0.3/0.5 | 0.5/0.9
SI SSC NC 6.53 5.01 9.5 5.28 6.5
SIv-SSC | 5.25 7.90 8.06 12.22 5.91 15.40

Tableau 6: Index de séparation entre chaque bille du mélange Gigamix en SSC et v-SSC. Les S/ sont
calculés selon la formule SI 1.,= (Md ;1— Md ;) / (SD ; + SD )
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Comme illustré sur la Figure 33, le parameétre SSC permet d’identifier 6 populations
de billes mais ne peut pas dissocier clairement les signaux provenant des billes 0.1 um et
0.16 um contrairement au v-SSC qui fournit une nette discrimination des signaux provenant
de toutes les billes. La résolution obtenue en v-SSC est donc supérieure a celle du paramétre
SSC. En effet, elle permet facilement de détecter la plus petite bille de 0,1um. De plus, pour
les autres tailles de billes nous observons une meilleure séparation des différentes
populations avec le parametre v-SSC qu’avec le SSC visible en comparant les S| entre les
billes du Gigamix. Le laser violet permet un réel gain de résolution en diffraction lumineuse

notamment pour les événements de petite taille.

2) TESTS DES PARAMETRES DE FLUORESCENCE

La résolution des parameétres de fluorescence a été évaluée par le calcul du Sl entre
chaque bille composant le mélange « SPHERO 8 pics » sur I'ensemble des canaux de
fluorescence (Figure 34 ci-dessous). Ces résultats ont été comparés aux performances du

Gallios (Figure 35).
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Figure 34: Résolution de fluorescence sur CytoFLEX S obtenue avec les billes « SPHERO 8 pics » en
FITC (laser bleu 488nm), PE et PC7 (laser jaune 585 nm), APC (laser rouge 638nm).
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Figure 35: Résolution de fluorescence sur Gallios obtenue avec les billes « SPHERO 8 pics » en
FITC, PE et PC7 (laser bleu 488nm), APC (laser rouge 638nm).

Comme observé sur la Figure 34 en comparaison avec la Figure 35, seul le CytoFLEX permet
de distinguer les 8 pics correspondant aux billes du mélange « SPHERO 8 pics » dans tous les

canaux de fluorescence. La différence est particulierement marquante pour les tandems de

PE comme la PC7.

B) EVALUATION DU CYTOFLEX S EN CONDITION PLASMATIQUE

1) TEST FLUIDIQUE

Le systeme fluidique du CytoFLEX S repose sur le fonctionnement d’une pompe
péristaltique dont nous avons évalué la stabilité d’abord en tampon BB puis en présence de
plasma + BB dans les conditions de I'étude a bas débit (10ul/min) et a débit moyen
(30pL/min).

a) EN ABSENCE DE PLASMA

Pour cette expérience, 10uL de billes MP-Count ont été mises en suspension en milieu
tampon. 6 puits de cette suspension ont été lus pour chaque débit. Un puits d’eau a été

intercalé entre chaque puits contenant les billes. Au total, 12 puits ont été analysés.
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Test fluidique en absence de plasma (Débit = 30uL/min )
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Figure 36 : Représentation des résultats obtenus lors du test fluidique en absence de plasma a
30uL/min. Les points orange représentent le nombre de billes détectées par le cytométre en 2 minutes
dans chaque puits.

Les coefficients de variation (CV) du nombre de billes détectées en présence de
tampon sans plasma sont de 1,8% a débit moyen (Figure 36) et de 3% a bas débit. Cette
expérience montre une absence de variabilité significative du systéme fluidique en absence

de plasma quel que soit le débit choisi.

b) EN PRESENCE DE PLASMA

Une expérience a été réalisée dans les conditions citées ci-dessus en présence de

10uL de plasma en tampon BB.

Test fluidique en présence de plasma (Débit = 30uL/min )
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Figure 37 : Représentation des résultats obtenus lors du test fluidique en présence de plasma a
30uL/min. Les points orange représentent le nombre de billes détectées par le cytométre en 2 minutes
dans chaque puits
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Les CV du nombre de billes détectées en présence de plasma sont de 1,4% a débit
moyen (Figure 37) et de 2% a bas débit. Au final, la stabilité de la mesure des billes de
comptage et donc du systeme fluidique n'est pas impactée par le milieu plasmatique.

Dans un méme temps, ces expériences permettent de valider I'absence significative de
contamination inter-puits « carry over » par les billes de comptage. Ceci n'exclut cependant
pas une contamination potentielle par des MP. Une expérience paralléle montre en effet la
persistance dans les puits d'eau de 270 +/- 60 MP/ul aprés passage d'un échantillon
plasmatique marqué (soit environ 10% des événements du puits test). Le lavage par un puits

d'eau pendant 2 minutes entre chaque test reste donc indispensable bien qui chronophage.

2] TESTS DE REPETABILITE EN CONDITION PLASMATIQUE

a) TEST DE REPETABILITE DE LECTURE

La répétabilité de lecture en condition plasmatique a été testée a bas débit
(10uL/min). Pour cela deux PFP de donneurs volontaires ont été marqués selon le protocole
décrit, trois lectures de chaque puits ont été réalisées comme le représente la Figure 38. Les
CV moyens du nombre d’événements détectés obtenus entre les différentes lectures sur les
sous-populations analysées PMP, Gran-MP, Mono-MP et Endo-MP sont de 3% ; 6% ; 6% ; et
15% respectivement. Ces résultats montrent une bonne répétabilité de lecture des
concernant les évenements spécifiques. En revanche les CV du nombre d’événements non
spécifiques détectés avec les anticorps isotypiques sont plus variables (PMP iso : 22% ; Gran-
MP iso: 37%, Mono-MP iso: 17% et Endo-MP : 51%). Ces valeurs de CV élevées sont

expliquées par le faible nombre d’événements détectés.

Répétabilité de lecture
ISOTYPE MULTI-MARQUAGE

10000
1000
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® -
100 . ] i oo

PMP GRAN-MP MONO-MP ENDO-MP PMP GRAN-MP MONO-MP ENDO-MP

Figure 38 : Représentation des résultats de répétabilité de lecture
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b) TEST DE REPRODUCTIBILITE DU TEST

La reproductibilité du test a été testée en condition plasmatique a bas débit
(10uL/min). Pour cela deux PFP de donneurs volontaires ont été marquées selon le protocole
décrit. Pour chaque patient, cing marquages indépendants ont été effectués. En raison d’un
phénoméne de coagulation, certains résultats n‘ont pas pu étre exploités et ne sont donc
pas représentés sur la Figure 39. Les CV du nombre d’événements détectés obtenus pour
chaque sous population ont été calculés. Les CV calculés sont présentés dans le tableau 7 ci-

dessous et varient entre 5 et 47%. Le CV moyen est de 23% avec un écart type a 9%.

Reproductibilité de mesure

ISOTYPE MULTI-MARQUAGE
100000 '

10000

1000

10

PMP GRAN-MP MONO-MP ENDO-MP PMP GRAN-MP MONO-MP ENDO-MP

Figure 39 : Représentation des résultats de reproductibilité de mesure

MP-TOT PMP GRAN-MP MONO-MP  ENDO-MP
. lsotype 26 19 17 18 48
\ Multi-marquage 24 19 20 18 18

SUJET A

Tableau 7 : Coefficients de variation (%) entre les différentes mesures pour chaque sous-population
de MP par patient

Cette étude montre une variation moyenne de 23% des résultats obtenus restant
acceptable mais non négligeable a prendre en compte lors de I'analyse des échantillons de la
cohorte. Cette variation peut en partie étre expliquée par les faibles volumes a pipeter mais
surtout une variation importante du bruit de fond dans les faibles valeurs de fluorescence

proche du seuil défini en condition plasmatique.
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3) COMPARAISON DES NUMERATIONS DE MP PAR CYTOMETRIE FLUO-SENSIBLE

(CYTOFLEX) COMPARE AU CYTOMETRE GALLIOS

a) SUJETS SAINS

Les MP ont été dosées dans le plasma de 12 donneurs volontaires sains agés de 25 a
55 ans. Par cytométrie fluo-sensible, la concentration médiane de MP totales est de 9960
[6885-23603] évenements/uL (ev/uL). Les concentrations médianes de PMP, Gran-MP,
Mono-MP et Endo-MP sont respectivement de 5299 [2497-14225], 74 [59-288], 727 [431-
993], et 62 [20-212] ev/uL. En accord avec la littérature la population majoritaire est celle
des PMP. Ces valeurs ont été comparées aux résultats générés par le protocole

habituellement utilisé dans le laboratoire avec le cytometre Gallios.
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Figure 40: Comparaison des concentrations de MP de 8 sujets sains obtenues par CytoFLEX S et
Gallios pour chaque sous-population analysée ** différence significative (p=0.0078) ; NS = différence
non significative calculée selon le test de Wilcoxon (un t test pairé non paramétrique) au risque 0.05

Comme le montre la Figure 40, une augmentation significative des concentrations de
MP totales a été observée en utilisant le CytoFLEX S comparé au Gallios. Ce résultat est
retrouvé pour les sous-populations de PMP, Gran-MP et Mono-MP. Aucune différence
significative n’a en revanche été démontrée concernant la sous-population d’Endo-MP.

Nous avons également comparé la répartition des sous-populations de MP pour ces
mémes sujets entre CytoFLEX S et Gallios. Quelque soit le cytometre utilisé, la population de

PMP reste majoritaire. Aucune différence de répartition n’a été retrouvée (Figure 41).
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b) SUJETS DE LA COHORTE TIH

Comme précédemment, les numérations de sous-population de MP de 8 sujets issus

de la cohorte TIH ont été comparées entre CytoFLEX S et Gallios.
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Figure 42: Comparaison des concentrations de MP de 8 sujets issus de la cohorte TIH obtenues par
CytoFLEX S et Gallios pour chaque sous-population analysée ** différence significative (p=0.0078) ;
*différence significative (p=0.039 pour les MP-tot et p=0.0156 pour les PMP) NS = différence non
significative calculée selon le test de Wilcoxon (un t test pairé non paramétrique) au risque 0.05.

Comme le montre la Figure 42 une augmentation significative des concentrations de
MP totales a été observée en utilisant le CytoFLEX S comparé au Gallios. Ce résultat est
retrouvé pour les sous-populations de PMP et Mono-MP. Cependant nous n’avons pas
confirmé lors de ce test une augmentation significative de la détection de Gran-MP ni Endo-

MP par le CytoFLEX S.
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C) APPLICATION A LA THROMBOPENIE INDUITE A L’'HEPARINE.

La mise en pratique de ce protocole sur la cohorte TIH de 190 patients a soulevé un
certain nombre difficultés. Nous avons tenté de répondre point par point aux problémes

nouvellement rencontrés avec |'utilisation du cytometre fluo-sensible.

1) DIFFICULTES RENCONTREES

- Problemes liés a I’échantillon:

La phase de préparation pré-analytique influencant largement les numérations de
MP obtenus, chaque échantillon a visuellement été contrélé. Aucun échantillon coagulé n’a
été observé.

- Accrochage non spécifique :

Des seuils d'acceptabilité de nombre d'événements dans le tube contréle ont été
définis par rapport aux valeurs obtenues chez les sujets sains. Environ 13% (n=25) des
plasmas ont présenté un accrochage non spécifique objectivé par la mise en évidence d’une
forte concentration d’évenements non spécifiques au-dessus des seuils définis dans le tube

controle isotypique (tableau 8).

Isotype IgG1-PC7 IgG1-PC5 IgG1-PE 1gG1-APC
Seuils acceptés <180 <10 <120 <60

Tableau 8: Seuil d'acceptabilité du niveau d'accrochage non spécifique pour chaque anticorps

Ces accrochages sont reproductibles sur un nouveau test. Ce taux d'accrochage est
plus important que celui habituellement observé sur le Gallios. Il provient sans doute d'une
plus grande sensibilité aux éléments non spécifiques avec un faible niveau de fluorescence
(complexes de fluorochrome libres par exemple). Un repositionnement de la fenétre
d'analyse v-SSC/annexine V-FITC permet toutefois de résoudre une partie de ces problemes

au dépend d'une parfaite standardisation.
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- Perte de stabilité du systeme fluidique

Nous avons calculé le nombre de billes que le cytometre devait avoir détecté au
cours de l'acquisition en tenant compte de la concentration de la suspension de billes de
comptage utilisées (1900 billes/uL) du débit de passage de I’échantillon (10ul/min), du
temps d’acquisition (2 min) ainsi que de la dilution des billes dans le milieu réactionnel. Un
total de d'environ 1380 billes est théoriquement enregistré au cours de |'analyse pour
chaque tube. Sur I'ensemble de la cohorte, le compte moyen de bille était de 1367+/-410
billes (n=190) soit un CV d'environ 30%. La médiane du nombre de billes observées sur
I’ensemble de la cohorte est de 1186 [1063-1468].

Au final, 10% (n=20) des préléevements ont présenté un nombre de bille < 960 billes
sur au moins un des trois tubes analysés. Cette chute du nombre de billes analysées lors de
la lecture d'échantillon marqué peut provenir d'un phénomene de microcoagulation malgré
la présence d'hirudine dans le tampon entrainant un bouchage de l'appareil ; une erreur de
prise d'essai des billes ne peut toutefois par étre exclue.

On notera que l'utilisation intensive du CytoFLEX S entraine une usure relativement
rapide (environ 3 mois) de la ligne échantillon entrainant des blocages de flux de plus en plus

fréquent.

- \Variations intra-individuelles du nombre d’événements annexine V+

Pour chaque patient, trois concentrations de MP-Annexine V totales sont mesurées
(une pour chacun des tube analysé). Pour 12% des échantillons (n=25) nous avons mis en
évidence des CV supérieurs a 25% entre les différentes concentrations de MP-Annexine V
totales obtenues. Ces variations ne sont pas retrouvées lors d'un passage d'un méme
échantillon sur le cytometre Gallios. Une ré-analyse des profils de ces échantillons montre
qgue cette variabilité est limitée aux évenements de trés faible fluorescence
indépendamment d'un accrochage non spécifique sur le tube isotype controle. Le bruit de
fond échantillon étant théoriquement identique entre ces 3 tubes, nous avons émis
I'hypotheése que le mélange réactionnel pouvait impacter significativement la détection des
évenements de faible fluorescence. Une solution serait de volontairement s'éloigner lors de

I'analyse de cette zone non standardisable au détriment d'un gain de sensibilité.
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- Variabilité du bruit de fond :

Nous avons remarqué de facon systématique une variation importante du bruit de

fond au cours d’'une méme acquisition. Un graphique monoparamétrique non conditionné
du nombre d’évenement en fonction du temps montre un grand nombre de détection
durant les 30 premiéres secondes d’acquisition qui diminue par la suite.

Ce phénomeéne de variation du niveau de bruit de fond en fonction du temps
pendant I'analyse d'un méme échantillon est sans doute lié au fonctionnement de la pompe
péristaltique. Il peut impacter la numération des MP comme illustré sur la Figure 43 et rend
d'autant plus difficilement la standardisation la zone d'analyse proche du bruit de fond.

Une solution est également de s'éloigner de cette zone sensible au moment de

retraitement des résultats.
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Figure 43 : Variation du bruit de fond au cours de I'acquisition
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- Anomalie de traitement du signal

Une anomalie de traitement de signal encore mal identifiée a été relevée sur environ
9% des échantillons (n=17) (Figure 44). Cette anomalie se traduit par une absence

d'évenement de petite taille (a gauche du graphe FSC/SSC), une absence de détection

d'événements annexine V mais un passage normal des billes de comptage.
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Figure 2: Exemple d'anomalie de traitement du signal._ A_gauche : le graphique A en comparaison du
graphique B montre un décalage de signal vers la droite. Au centre ; le graphique A montre I'absence
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- Standardisation du v-SSC
L'analyse des MP en utilisant le parametre v-SSC permet une plus forte diffraction de

la lumiére par les MP comme démontré précédemment. Cependant son utilisation entraine
une modification significative du positionnement des populations de MP par rapport aux
billes de calibration (Gigamix).

En effet, comme illustré dans I'exemple ci -dessous (Figure 45), certaines grosses MP
se retrouvent exclues de I'analyse en employant le v-SSC. Ceci devra étre pris en compte

dans une perspective de standardisation.
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Figure 45 : Exemple de la modification du positionnement de la « MP GATE » entre SSC et v-SSC.
On constate une disparition en v-SSC de la population « T » (colorée en rose) observée en SSC.
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2) RESULTATS PRELIMINAIRES SUR LES PATIENTS ATTEINTS DE TIH POSITIFS

Les résultats valides de 22 patients atteints de TIH sont présentés ici et comparés a la
cohorte aux sujets sains. Comme le montre la figure x, nous observons une élévation
significative des concentrations de Gran-MP et Mono-MP sans augmentation de la sous-
population de PMP. En revanche, une diminution significative a été observée pour la
population Endo-MP chez les sujets atteints de TIH (p< 0.0001). Ces résultats seront a

confirmer sur I'ensemble de la cohorte.
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Figure 46: Comparaison des sous-populations de MP en concentrations entre sujets sains et sujets
atteints de TIH (***différence significative avec p<0.0001, ** différence significative avec p =0.0058,
NS=Absence de différence significative ; calculs effectués selon un test statistique Mann-Whitney
effectué a l'aide du logiciel PRISM)
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DISCUSSION

Notre travail montre une amélioration significative de la résolution en diffraction
lumineuse latérale et de la sensibilité de fluorescence du cytometre fluo-sensible CytoFLEX S.
Ces performances permettent une meilleure détection de la plupart des sous-populations de
MP de petites tailles dans les échantillons plasmatiques de sujet sains ou pathologiques
(TIH). Cependant, l'utilisation, pour la premiére fois, de cet instrument pour la numération
des MP dans les conditions réelles d'une étude clinique, montre que ce gain de sensibilité
entraine en paralléle une difficulté d'analyser de maniére reproductible les événements
présentant une faible fluorescence en raison d'une variabilit¢é du bruit de fond de
fluorescence. Ceci se traduit par une reproductibilité médiocre de la numération des MP
(supérieure a 20%) et une contamination de |'analyse par des événements non spécifiques
plus fréquente sur les échantillons pathologiques. Les performances du cytometre fluo-
sensible permettent néanmoins de mettre en évidence avec une meilleure sensibilité que les
instruments actuellement utilisés, une augmentation significative de sous-populations de
MP leucocytaires (monocytaires et granulocytaires) chez des patients TIH.

Comme exposé dans la partie bibliographique de ce travail, des avancées
technologiques significatives sur les cytomeétres ont permis une amélioration progressive de
la détection des MP et de ses sous-populations par CMF. L'accélération récente de ces
évolutions est sans doute liée en partie a un plus grand intérét du monde industriel pour les
vésicules extracellulaires dans leur ensemble. Les éléments de preuve de leur intérét comme
biomargueurs en pathologie humaine mais aussi les premiers essais cliniques chez I'homme
de vésiculothérapie ne sont pas étrangers a ces changements. L'utilisation de la CMF a en
effet montré son intérét pour la numération des MP par CMF dans les domaines
cardiovasculaires (Nozaki et al. 2009; Sarlon-Bartoli et al. 2013) ou de la cancérologie (Melo
et al. 2015; Roca et al. 2016). La visibilité du domaine est également renforcée par une plus
grande collaboration internationale rassemblant des spécialistes d'horizon trés divers au
travers de I'ISEV, de I'ISTH et de I'ISAC. Dans ce contexte, les nouveaux cytomeétres

permettent de détecter des MP de plus petites tailles.
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Cependant, la faible quantité d'antigene présent a la surface de ces petites MP rend
difficile leur identification précise a cause du faible signal de fluorescence généré. Les
améliorations technologiques incluses sur le cytométre fluo-sensible CytoFLEX présente
donc un grand intérét pour une meilleure définition clinique du biomarqueur MP. Ce travail
confirme la tres bonne sensibilité en fluorescence de l'instrument et une amélioration de la
détection des MP de petite taille(Poncelet et al. 2016b; Wisgrill et al. 2016). Parmi les
éléments identifiés contribuant a ce gain de sensibilité, nous pouvons citer : (1) le systeme
optique (Wavelength Division Mutiplexer) qui relie les fibres optiques des lasers au filtre
passe band en minimisant les pertes par réfraction lors du trajet optique, (2) les détecteurs a
photodiode a avalanche qui ont un excellent rendement quantique, (3) le laser jaune qui
permet une meilleure excitation de la PE et de ses tandems et réduit au passage
significativement les besoins en compensation et les effets de spreading, (4) la possibilité de
collecter le parameétre SSC apres excitation par le laser violet (v-SSC) qui permet de délivrer
une énergie plus importante que le laser bleu. Ces caractéristiques font du CytoFLEX
I'instrument le plus sensible en fluorescence actuellement avec un impact positif réel sur la
numeération des MP non seulement en conditions purifiées (données de A. Bonnifay et S.
Robert dans le laboratoire) mais également sur les échantillons plasmatiques de sujets sains
ou pathologiques comme le montre ce travail. Le nombre de MP détectées est en effet
significativement augmenté comparé au cytometre Gallios qui est lui méme déja considéré
comme un HS-CMF. Il faudra cependant évaluer par la suite si ce gain de sensibilité permet
réellement d'améliorer I'information clinique associée a ce biomarqueur.

L'utilisation du cytometre fluo-sensible pour le dosage des MP dans une cohorte de
190 patients fournie par le CHU de Saint-Etienne (Pr Brigitte Tardy) a cependant permis dans
ce travail de montrer un certain nombre de limites. En effet, le gain en sensibilité de
I'instrument est associé a une plus grande difficulté de séparer les évenements de petite
taille du bruit de fond optique de l'instrument. De nombreux éléments non spécifiques
apportés par le plasma (vésicules lipidiques, agrégats protéiques...) ou par les réactifs
(anticorps libres, complexes de fluorochrome libre) sont également mieux détectés. Ceci
nous a contraint a devoir utiliser un double seuil de détection en ajouter au seuil SSC, un
nouveau seuil en fluorescence. La zone de détection autour de ce seuil est tres instable et

fortement impactée par toute variation de I'environnement échantillon.
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Ceci entraine une variabilité des résultats observés sur le bruit de fond de
fluorescence et les numérations de MP faiblement fluorescentes. Ces résultats soulignent la
nécessité d'adapter les protocoles dans |'analyse des MP et les outils qui les accompagnent a
ces nouvelles contraintes. Des solutions pré-analytiques pour améliorer la séparation entre
les MP et le bruit de fond pourraient étre envisagées telles qu’une purification des MP ou du
moins un protocole de lavage des MP marquées par chromatographie d'exclusion stérique
(Yuana et al. 2015), par immunocapture ou nanofiltration. Des résultats préliminaires du
laboratoire ont montré qu'un pré-traitement par colonne SEC des échantillons marqués
permettait une réduction du bruit de fond de fluorescence pouvant dépasser 1 log de MFl en
fonction de la concentration de I'anticorps testé.

Les résultats de notre travail soulignent également la nécessité de développer des
outils de standardisation de la fluorescence adaptées au MP. En effet, I'accroissement des
différences de sensibilité en fluorescence des instruments entraine un facteur de variabilité
supplémentaire entre les instruments. En conséquence, une standardisation des parameétres
de dispersion lumineuse n'est plus suffisante mais doit étre associée a une standardisation
de la fluorescence. Cette notion a déja été approchée dans le dernier atelier collaboratif de
standardisation des MP par CMF de I'ISTH en incluant une bille avec un niveau de
fluorescence connue pour construire le protocole standardisé en plus de l'outil de
standardisation Megamix testé (Cointe et al. 2017). La faisabilité du développement de billes
calibrées avec de tres faibles niveaux de fluorescence a été prouvée (Poncelet, Franco et al.
Cyto 2017). La validation de stratégie de standardisation de fluorescence pour les MP est
d'ailleurs I'objectif principal du groupe collaboratif ISTH-ISEV-ISAC.

A coté des difficultés de travailler avec de treés faibles niveaux de fluorescence, le
systeme fluidique du CytoFLEX n'est pas sans défaut. L'écrasement répété de la ligne
échantillon par les valves du systéme péristaltique entraine un vieillissement rapide de celle-
ci. En conséquence, le systéme volumétrique de l'instrument peut étre mis en défaut. Nous
avons donc choisi de maintenir le systeme de numération des MP par bille de comptage

habituellement utilisé.
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D'autre part, si la stabilité et la linéarité de mesure de bille de calibration a été
prouvée (Poncelet et al. 2016b; Wisgrill et al. 2016), le bruit de fond varie significativement
au cours du temps pendant une méme analyse sur des périodes assez longues de plusieurs
dizaines de secondes. Ceci rajoute une difficulté pour définir précisément les seuils de
positivité dans les conditions tres sensibles de I'analyse.

Une contamination inter-puits par des MP a également été observée et nécessite
d'intercaler les mesures avec un passage d'eau. Ceci allonge tres significativement les temps
d'analyses.

En tenant compte des considérations techniques évoquées, I'analyse d'un
échantillonnage réduit de patient ayant développé une TIH a montré une élévation
significative des MP leucocytaires (granulocytaires et monocytaires) en comparaison a la
cohorte de sujets sains. Ces résultats laissent envisager une implication des MP leucocytaires
dans le mécanisme physiopathologique de la TIH. Ces résultats nécessitent d’étre confirmés
sur I'ensemble de la cohorte cependant certaines données de la littérature soutiennent leur
cohérence. En effet, trés récemment une étude du microparticulosome de la TIH, a rapporté
une augmentation significative des MP leucocytaires et notamment monocytaires identifiées
par CMF par I'expression d’annexine V, de L-Selectine et de FT (Campello et al. 2017). En
revanche aucune donnée portant sur les MP granulocytaires n’est publiée a ce jour a notre
connaissance. L’élévation de cette sous-population, mise en évidence pour la premiere fois
dans notre étude, semble étre en accord avec I'observation de leucocytes dans les caillots de
sujets atteints de TIH (Rauova et al. 2010). De plus, I'activation des granulocytes dans la
pathogénese de la TIH a déja été discutée (Xiao et al. 2008).

La ré-analyse de la cohorte entiere en tenant compte des limites observées dans ce
travail est en cours et permettra de confronter les résultats valides aux données cliniques en
posant les questions suivantes : Existe-t-il une association entre une élévation d'une sous-
population de MP avec la survenue de thromboses chez ces patients TIH ? Le profil des sous-
populations de MP est-il différent entre les patients TIH présentant des IgG anti-PF4 ou
possédant uniquement des IgA ou des IgM ce dernier profil étant tres peu associé a la

survenue de thromboses ?
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En conclusion, les résultats de notre étude montrent une amélioration de la
détection et caractérisation des MP par CMF avec le cytomeétre fluo-sensible cytoFLEX mais
montrent également les difficultés liées a la détection de petites MP en raison de leur
proximité avec le bruit de fond de fluorescence. Ceci représente donc un nouveau challenge
pour la CMF des MP avec la nécessité de développer de nouveaux outils et stratégies pour
permettre un dosage a la fois sensible, spécifique et reproductible. Ces développements
méthodologiques sont nécessaires pour permettre une meilleure définition de l'intérét des

MP en tant que biomarqueur en clinique.
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ANNEXE 1

Violet Yellow Red Blue

2

Configuration optique du CytoFLEX S utilisée dans I'étude
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