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Cytométrie en flux 

•  Evolution technologique en cytométrie en flux 

•  Evolution des entreprises de biotechnologie 

•  Technique de routine en recherche 

•  Domaine très innovant 

•  Quelques applications au travers divers projets 
développés sur le site de la SFR 
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Projets 

•  Phénotypage dans un modèle d’asthme allergique aux 
acariens 

•  Caractérisation des cellules B régulatrices chez des souris 
asthmatiques 

•  Standardisation des méthodes de cytométrie en flux chez 
l’homme (exemple de la cohorte TARC-ABPA) 

•  Etude l’apoptose, de la prolifération et du cycle cellulaire dans 
un modèle de différentiation in vitro de lymphocytes B naifs 
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(Lair et al., in submission) 
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Protocole d’induction de l’asthme allergique 
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D29	
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Immunophénotypage: de la recherche à la clinique 

Souris	
  contrôle	
   Souris	
  asthma<que	
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Développement des B chez la souris 

Immunophénotypage 

B1 B 
cells 

B1a B 
cells 

Functions 
•  T cell independent responses in mucosa 
•  IgM and IgA secretion 
•  Regulatory functions 

T1 B 
cells 

 

T2 B 
cells 

 

MZ B 
cells 

FO B 
cells 

Functions 
•  T cell independent responses against 

blood antigen 
•  IgM secretion 
•  Regulatory functions 

Functions 
•  T cell dependent responses in follicles 
•  Germinal center reaction 
•  Differentiation in long-lived plasma 

cells 

Phénotype B dans la rate des souris 
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Immunophénotypage: de la recherche à la clinique 
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Follicular and marginal zone B cells 
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Transitional B cells 

Viabilité, CD19, CD21, CD23, CD24 
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Strong activation of B cells after HDM challenge 

Immunophénotypage 
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L’immunisation avec l’extrait total d’acariens induit une  
activation des B qui entrent en réaction de centre germinatif 

Gated on memory B cells 
after one challenge 

Gated on memory B cells 
after two challenge 

GL7	
  est	
  un	
  marqueur	
  d’ac<va<on	
  des	
  B	
  
(Nayto	
  et	
  al.,	
  2007)	
  
	
  
CD38	
  est	
  un	
  marqueur	
  de	
  matura<on	
  	
  
Qui	
  transduit	
  des	
  signaux	
  an<-­‐apopto<ques	
  
(Perez-­‐Andres	
  et	
  al.,	
  2010)	
  	
  

La	
  combinaison	
  des	
  deux	
  permet	
  
d’ine<fier	
  les	
  cellules	
  B	
  du	
  centre	
  
germina<f	
  (Pape	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Taylor	
  et	
  al.,	
  
2012)	
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Projets 

•  Phénotypage dans un modèle d’asthme allergique aux 
acariens 

•  Caractérisation des cellules B régulatrices chez des souris 
asthmatiques 

•  Standardisation des méthodes de cytométrie en flux chez 
l’homme (exemple de la cohorte TARC-ABPA) 

•  Etude l’apoptose, de la prolifération et du cycle cellulaire dans 
un modèle de différentiation in vitro de lymphocytes B naifs 



B cells in asthma 

Regulatory B cells (Reviewed in Mauri et al., 2011 and Biragyn et al., 2012) 
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Rôle des Bregs dans l’asthme ? 

Major mechanism mediated by Bregs is the 
secretion of IL-10 that inhibit proliferation of 
T cells, Th1 and Th17 responses, generates 
regulatory T cells (Mizoguchi et al., 2002; 
Matsushita et al., 2008; Yanaba et al., 2008; 
Carter et al., 2011; Ding et al., 2011) 

Deficiency in B cells and IL-10 secretion 
in B cells aggravates autoimmune 
disease (Fillatreau et al., 2002; Carter et al., 
2011) 

LPS-Treated B cells inhibit 
inflammation in auto-immune 
disease and transplantation 
(Fuchs and Matzinger, 1992; 
P a r e k h  e t  a l . ,  2 0 0 3 ; 
Lampropoulou et al., 2008)  
 
 
 
CD40L treated mice inhibits 
collagen-indued arthritis (Mauri 
et al., 2001; Mauri et al., 2003; 
Evans et al. 2011)  
 
 
 

BAFF t rea tmen t i nc reased the 
proportion of B cells and inhibits arthritis 
in mice (Yang et al., 2010 and 2012)  
 
 
 
Anti-TIM-1 injection in mice induces 
expansion of Breg cells and promote 
tolerance (Ding et al., 2011; Lee et al., 
2012)  
 
 
 IL-10  

There is no consensus in the phenotype of 
regulatory B cells. B1a B cells (Carroll and 
Prodeus, 1998; Silverman et al., 2008; Yanaba et 
al., 2008), MZ B cells (Gray et al., 2007; Lenert et 
al., 2005) have been described for their 
regulatory functions 

TLR-­‐4	
   BAFF-­‐R	
  

TIM-­‐1	
  CD40	
  

Il-­‐21	
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IL-10- 

IL-10+ 

Caractérisés dans la bibliographie par un phénotype B1-a T2-MZ 

Rôle des Bregs dans l’asthme ? 
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Rôle des Bregs dans l’asthme ? 
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Projets 

•  Phénotypage dans un modèle d’asthme allergique aux 
acariens 

•  Caractérisation des cellules B régulatrices chez des souris 
asthmatiques 

•  Standardisation des méthodes de cytométrie en flux chez 
l’homme (exemple de la cohorte TARC-ABPA) 

•  Etude l’apoptose, de la prolifération et du cycle cellulaire dans 
un modèle de différentiation in vitro de lymphocytes B naifs 



Immunophénotypage 

Exemple en recherche translationelle (Kalina et al., 2012) 
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Immunophénotypage: de la recherche à la clinique 



Immunophénotypage 

Exemple en recherche translationelle (Maecker et al., 2012) 
15 

-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐	
  
Immunophénotypage: de la recherche à la clinique 
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Immunophénotypage: de la recherche à la clinique 
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Immunophénotypage: de la recherche à la clinique 
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Immunophénotypage: de la recherche à la clinique 

Etude des sous populations T et B avant, pendant et après exacerbations. 
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Immunophénotypage: de la recherche à la clinique 
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Projets 

•  Phénotypage dans un modèle d’asthme allergique aux 
acariens 

•  Caractérisation des cellules B régulatrices chez des souris 
asthmatiques 

•  Standardisation des méthodes de cytométrie en flux chez 
l’homme (exemple de la cohorte TARC-ABPA) 

•  Etude de l’apoptose, de la prolifération et du cycle cellulaire 
dans un modèle de différentiation in vitro de lymphocytes B 
naifs 



Apoptose et prolifération 

Modèles de différenciation in vitro 
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Étude de l’apotpose et du cycle cellulaire  

Phase d'activation Phase de différenciation 

Activation et différenciation des lymphocytes B (Jourdan et al.,2009; Le 
Gallou et al., 2012; Chesneau et al., in submission) 

 
 

Stimulation 1 

J0 J4 J6 J8 J2 

IL-2, CD40L 
ODN Anti Fab'2 
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Étude de l’apotpose et du cycle cellulaire  

Phase d'activation Phase de différenciation 

Activation et différenciation des lymphocytes B (Jourdan et al.,2009; Le 
Gallou et al., 2012; Chesneau et al., in submission) 

 
 

Stimulation 1 

J0 J4 J6 J8 J2 

IL-2, CD40L 
ODN Anti Fab'2 

Stimulation 2 

IL-2, IL-4, IL-10 

Modèles de différenciation in vitro 
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Étude de l’apotpose et du cycle cellulaire  

Apoptose et prolifération 

Génération d’une population B mémoire 
Au jour 6. Prolifération et apoptose ? 

Modèles de différenciation in vitro 
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Étude de l’apotpose et du cycle cellulaire  

Apoptose et prolifération 

Les cellules B mémoires prolifèrent et sont résistantes à l’apoptose 

BrDu, analogue de la thymidine Caspase 3, forme active 
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Étude de l’apotpose et du cycle cellulaire  

Phase  
S 

Phase  
G1 

Phase  
G2/M 

Phase  
G0 

Apoptose et prolifération 

Cycle cellulaire pendant la différenciation des B totaux 
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Autres applications 

•  Autres méthodes de prolifération (CFSE) 

•  Suivi du signal calcique 

•  Marquage des protéines phosphorylées 

•  CytoF, ImageStreamX 
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Cytométrie de masse 

Bendall et al., 2011 

Utilisation d’anticorps couplé à un isotope 
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Cytométrie de masse 

Bendall et al., 2011 
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Cytométrie de masse 

Bendall et al., 2011 
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Cytométrie de masse 

Bendall et al., 2011 
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Cytométrie de masse 

Bendall et al., 2011 
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Cytométrie de masse 

Bendall et al., 2011 

•  Combinaison d’une multitude de marqueurs possibles (pas de 
compensation) 

•  Possibilité de combiner phosphorylation, phénotypage à haut 
débit 

•  Evolution des outils bio-informatiques, support de la cytométrie  
 
•  Matériel très cher, couplage d’un anticorps avec isotope (3000 

euros !!!) 

•  Attendre la démocratisation de ces méthodes et l’évolution avec 
les entreprises 
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