Imagerie en flux et phénotypes complexes : le cas de la sénescence
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La sénescence cellulaire est un phénotype complexe et hautement hétérogene. Loin
d'étre un état unique et figé, la sénescence peut etre necessaire pour des programmes
variables, tantét immunoactivateurs tant6t immunosuppresseurs, bénéfiques ou
déléteres selon le contexte. Si les cellules sénescentes s'accumulent avec l'age et
contribuent a de nombreuses pathologies, elles participent également a des processus
physiologiques essentiels (cicatrisation, développement, remodelage tissulaire). Une
meilleure compréhension de cette dualité impose de les détecter et de les caractériser
finement.

Or aucun marqueur unique n'est spécifique de la sénescence. Les recommandations
internationales préconisent de combiner au moins quatre marqueurs indépendants,
associant marqueurs fonctionnels et phénotypiques tels que 'analyse des dommages a
'ADN (DDR), lactivité SA-B-galactosidase, la sécrétion de facteurs solubles appelés
SASP et les inhibiteurs du cycle (p16 ou p21). Appréhender ’ensemble de ces parametres
simultanément reste un challenge technique.

Pour répondre a ce besoin, nous exploitons la polyvalence de limagerie en flux
(ImageStreamX) pour phénotyper et multiplexer ces marqueurs a l'échelle de la cellule
unique, en conservant a la fois la résolution spatiale (foyers nucléaires, signaux
ponctués, localisation) et le débit de la cytométrie.

Nous présenterons la mise au point d'un protocole intégré combinant, sur un méme
échantillon : PNA-FISH télomérique, activité SA-B-Gal, marquage de surface GD3, foyers
de réponse aux dommages de 'ADN (53BP1), p16 et SASP intracellulaire. Au-dela du
simple scorage, l'imagerie en flux permet de compter les foyers, de mesurer l'attrition
télomérique et d'objectiver l'hétérogénéité cellule a cellule.

Au-dela de la sénescence, ce travail illustre le potentiel de l'imagerie en flux comme outil
générique de déconvolution des phénotypes cellulaires complexes.



