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La cytométrie en 
évolution de son 

flux : analyse prospective 
à court et long terme 

Une initiative du Centre de prospective et 
d'études du ministère de la Recherche et de 
la Technologie sur l 'évolution de la cyto­
métrie en flux, menée par monsieur L. D. 
Nguyen, a contribué a la réalisation de ce 
manuscrit. 

Initialement développée pour le 
dénombrement des cellules en sus­
pension et l 'évaluation de leur taille, 
la cytométrie en flux est rapidement 
devenue une technique d'analyse et 
de quantification de différents para­
mètres obtenus à partir de signaux 
émis par une cellule . 
• Principe (figure 1) 
Deux principes fondamentaux carac­
térisent la cytométrie en flux : 
- le guidage des cellules en suspen­
sion à l 'aide d 'un flux laminaire 
liquide assurant leur défilement en 
<< file indienne , devant un système 
d' illumination ; 
- l 'utilisation d'un système d'illumi­
nation et de détection suffisamment 
performant pour effectuer l 'analyse 
d 'une cellule donnée dans un temps 
très court, de l 'ordre de quelques 
microsecondes .  
Le principe conventionnel de fonc­
tionnement consiste à guider et ali­
gner (par surpression ou aspiration) 
dans une gaine liquide, de manière 
hydrodynamique et à vitesse cons­
tante, une suspension de particules 
isolées (cellules ,  constituants sub­
cellulaires : noyaux ,  chromoso­
mes, mitochondries . . .  ou micro­
organismes). Chaque particule est 
éclairée individuellement, générale­
ment dans une chambre de mesure, 
par une source lumineuse (laser, 
lampe à arc) . Elle émet alors diffé­
rents signaux optiques recueillis 

réel ou différé par un système de ges­
tion informatique approprié, en rai­
son de la vitesse de défilement (de 
100 à 2 000 particules/seconde) . Les 
signaux correspondant à l'absorption, 
la diffusion (résultante des phénomè­
nes de réflexion, réfraction et diffrac­
tion) et l 'émission de fluorescence 
peuvent être quantifiés. Ceux-ci sont 
séparés de la lumière excitatrice par 
des miroirs et filtres optiques ,  puis 
transmis vers des détecteurs optroni­
ques dont le rôle est de les convertir 
et de les amplifier en courants 
d'amplitude proportionnelle à la 
quantité de lumière reçue. Ces 
signaux sont ensuite analysés, accu­
mulés et visualisés sous la forme de 
distributions monoparamétriques 
(figure 2) ou biparamétriques. 
La conception de la cytométrie en 
flux permet également le tri physique 
de cellules ou constituants cellulaires 
ayant des propriétés spécifiques au 
sein d'une population. A la sortie de 
la zone de mesure, un transducteur 
piézo-électrique fractionne le flux 
liquide en gouttelettes. Chaque 
gouttelette contenant une particule 
intéressante est chargée électrique­
ment (positivement ou négativement) 
à l ' instant de la segmentation de la 
gaine liquide par un anneau de 
charge. Elle est ensuite déviée par un 
champ électrique créé par deux pla­
ques portées à des potèntiels opposés 
et recueillie dans un collecteur où 
sont regroupées les particules ayant 
des propriétés communes. 

• Évolution à court terme 

fournit un lien étroit entre les expé­
rimentations au niveau moléculaire et 
génomique et celles réalisées au 
niveau des tissus et des organismes. 
Elle est également bien adaptée à la 
mise en évidence de maladies impli­
quant des modifications quantitatives 
et non qualitatives·. Les applications 
des analyses par cytométrie en flux 
pour le diagnostic clinique ont subi 
une période de mise en œuvre due , 
dans certains cas, à la surestimation 
de la validité des marqueurs tumo­
raux, à la sous-estimation de l 'hété­
rogénéité tumorale, mais également à 
1 'absence de standardisation et au 
coût de l 'analyse . Compte tenu des 
progrès de la standardisation et d'une 
évolution vers des appareils destinés 
à la routine moins onéreux que ceux 
destinés à la recherche [2-5 ] ,  la cyto­
métrie en flux affirmera très proba­
blement sa place dans un certain 
nombre de spécialités cliniques .  
L'évolution à court terme concerne 
deux types d ' appareillages : les 
analyseurs-trieurs et les analyseurs de 
routine . 

- simultanément et analysés en temps 

La cytométrie en flux est devenue un 
instrument essentiel, quotidiennement 
utilisé en biologie et en recherche 
biomédicale [ 1 ] .  Cette technologie 

L'évolution des analyseurs-trieurs 
repose fortement sur l 'utilisateur ; 
elle sera vraisemblablement '' à la 
carte , en fonction des intérêts des 
responsables et relativement réduite, 
compte tenu de l 'hétérogénéité tech­
nologique du parc de ces appareils. 
L'évolution des analyseurs de routine 
sera différente et portera sur des spé­
cialisations en fonction des applica­
tions à cibler (immunologie, cycle 
cellulaire . . .  ). Ces appareils sont sou­
vent utilisés par des non-spécialistes ; 
leur souplesse est relativement faible, 
mais leur maintenance est également 
très réduite . En particulier, les pro­
grès de l 'optique et un marché moins 
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limité doivent donner un nouvel essor 
aux sources lumineuses classiques 
(lampes à arc) ; leur disponibilité, 
leur faible coût, leur simplicité d 'uti­
lisation, leur spectre étendu et, sur­
tout, les faibles risques liés à leur 

usage sont des atouts importants face 
aux sources laser. L' interprétation 
des analyses réalisées sur ce type 
d'appareils nécessitera évidemment 
une formation minimale des utilisa­
teurs. A cet égard, il convient de 

mentionner une aide essentielle 
qu 'apporteront des logiciels intégrés 
simples, conviviaux (ne nécessitant 
pas de connaissances informatiques 
particulières) et spécialisés. Le déve­
loppement de systèmes experts, c'est-
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Figure 1 . Principe général de fonctionnement d'un analyseur trieur de cellules. L 'échantillon à analyser, consti­
tué de particules en suspension et monodispersées, est entraîné par une gaine liquide. Chaque particule est éclairée 
par une source lumineuse (laser, lampe à arc). La particule induit une perturbation du signal lumineux incident (absorption, 
diffusion) ou émet des signaux lumineux (fluorescence). Ces signaux, sélectionnés par des miroirs et des filtres appro­
priés, sont recueillis par des photodétecteurs. Les paramètres peuvent être visualisés sous la forme de distributions 
mono- ou biparamétriques. La rapidité du traitement électronique permet le tri physique des particules par fractionne­
ment de la gaine liquide en gouttelettes. Chaque gouttelette contenant une particule dont les paramètres ont été rete­
nus est chargée et recueillie dans un collecteur. D : photodiode ; L : lentille convergente ; F : filtre ; M : miroir ; 
P : photomultiplieur. 
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à-dire de réservoirs de connaissances, 
capables de stocker, d'exploiter cor­
rectement l ' information et doués d'un 
pouvoir décisionnel, présentera une 
aide au diagnostic [6] . 
L'automatisme entraînera également 
une standardisation de l 'utilisation 
des analyseurs par l ' élaboration et 
l 'adaptation de passeurs et de prépa­
rateurs d 'échantillons ; cette évolu­
tion réduira également l 'e rreur 
humaine . Des réglages optiques 
asservis et gérés par un ordinateur, 
l 'addition d'une référence interne, 
défini et reconnu par l'informatique, 
en permanence dans chaque échan­
tillon, sont des facteurs qui assure­
ront simultanément une optimalisa­
tian de l 'environnement instrumental 
et biologique. Pertinence des systè­
mes, étalonnage, standardisation, lan-
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gage commun entre biologistes et 
constructeurs, formation des utilisa­
teurs sont des termes clés qui prési­
deront à une évolution positive de la 
cytométrie en flux [7] . 

• Évolution à long terme 
Celle-ci dépend principalement des 
sondes biologiques, notamment dans 
le domaine des fluorochromes et 
substrats fluorogènes réunissant plu­
sieurs critères essentiels : coefficients 
d'extinction élevés, rendement quan­
tiques optimalisés, spectres d'excita­
tion proches et spectres d'émission 
nettement séparés, simplicité de con­
jugaison aux sondes spécifiques [8] . 
Le développement de fluorochromes 
spécifiques de constituants cellulaires 
particuliers constitue, par ailleurs, 
une étape critique pour l 'amélioration 
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Figu re 2. Histogramme de répartition de cellules d'une tumeur recto­
colique selon leur quantité d'ADN (fluorescence verte, coloration par la 
mithramycine}. Les cellules provenant d'un tissu tumoral (tumeur recto-colique) 
sont dissociées mécaniquement. Une coloration par un fluorochrome spécifi­
que des bases C-G de l'ADN (la mithramycine) permet la mesure de la fluo­
rescence émise en fonction du contenu en ADN. Les débris et éventuels agré­
gats cellulaires ont été éliminés par la mesure des diffusions. La représenta­
tion monoparamétrique obtenue révèle deux populations cellulaires de conte­
nus en ADN différents. La comparaison à des références permet d'identifier 
les populations normale et anormale (tumorale). 

des applications existantes et le déve­
loppement d'applications nouvelles. 
Les méthodes de détection de la fluo­
rescence nécessitent des perfectionne­
ments importants dans le rapport 
signal/bruit du fluorochrome. En 
outre, les méthodes d'hybridation en 
suspension seront indispensables pour 
une détection performante par cyto­
métrie en flux de molécules présen­
tes en faible quantité. L'association 
de sondes hautement spécifiques et le 
développement des méthodes de 
détection de cellules rares permet­
tront une analyse des régulations cel­
lulaires au niveau génétique, de 
même que les anticorps monoclonaux 
ont amélioré la compréhension de 
l ' immunorégulation au niveau cellu­
laire • 
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