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Parmi les méthodes permettant le criblage de
molécules antivirales, 11 existe des technigues de mesure de
la viabilité cellulaire.

Elles comprennent :

* des essals traditionnels

- le comptage direct des cellules viables

==> golt 4 1'aide d'un hématimétre apreés
coloration au bleu Trypan,

==> goit & l'alde d'un combteur électronique

type compteur Coulter,

- le comptage de colonies,

- des méthodes radiocactives

==> soit par incorporation d'un nucléotide
radiomargqué tel que la thymidine tritiée,
==> 501t par relargage d'un radionucléoide tel

que le chrome 51.

* des essais plus récents et essentiellement

coleorimétrigques :

- la cecloration directe des cellules, par exemple,

avec le rouge neutre,
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- la métabolisation d'un agent en produit
fluorescent ou fortement coloré
==> mesure de 1'A.D.N. (acide désoxyribonucléique)
cellulaire par un composé intercal ant
fluorescent tel que l'iodure de propidium,
==> mesure de la réduction cellulaire d'un sel
de tétrazolium tel que le MTT (méthyl-

thiazolyldiphényltétrazolium).

De toutes ces nouvelles méthodes, c'est celle
au MTT qui a été la plus étudiée, faisant 1l'objet d'un trés
grand nombre de publications. En effet, au cours de ces
dernieres années, l'essal colorimétrique au MTT a été adopté

par de nombreux laboratolires de recherche,

L'utilisation des sels de tétrazolium en tant
que colorants n'est pas récente. En 1947, Mattsen et coll.
(67} colorent des tissus vivants avec le TTC
(triphényltétrazolium). Puis, ce sel prototype est employé
pour évaluer les activités oxydoréductrices de tissus
normaux et cancéreux de mammiféres (114) ainsi que 1'impact
d'agents chimiothérapeutiques sur le métabolisme cellulaire
(15) . Les inconvénients du TTC (réduction lente, réoxydation
possible ...) ont conduit a le remplacer par d'autres sels
de tétrazolium. Le MTT apparait en science, en 1954 (14). Il

»

est appligué a la détection de la cytopathologie virale in
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vitro (46) . En 1959, Cooper (26) utilise 1'INT
(icdonitrotétrazolium) afin de mettre en évidence les plages
de lyse induites par des virus, en bolte de Petri. En 1968,
Le NBT (nitrobleutétrazolium) sert d'indicateur de viabilité
procaryotique, en Dbactériologie (9, B0). Les sels de
tétrazolium sont ensuite largement étudiés par Altman (4, 5)
dans les années 70, pour la localisation intracellulaire
d'enzymes spécifiques. En 1983, Mosmann (72) décrit la
premiere wutilisation du MTT sur culture cellulaire en
microplagque, dans un essal de viabilité cellulaire afin
d'évaluer la prolifération et la cytotoxicité. Cette méthode
originale au MTT est alors largement reprise, modifiée et
complétée, éclipsant plus ou moins les autres sels de
tétrazolium.

Elle apparalt en cancérologie, en 1986 avec
Cole (24) ; elle est appliquée & lé virologie en 1988, par
Pauwels et coll, (83), sur le V.I.H. {virus de

1l'immunodéficience humaine) .

La nécessitél pour la recherche antivirale,
face au vaste fléau que représente le S.I.D.A. ou syndrome
de 1'immunodéficience acquise, et pour le laboratoire de
virologie en particulier, de posséder une méthodologie
applicable a des programmes de criblage & grande échelle,
nous a incités & nous intéresser & cet essal au MIT

paraissant trés prometteur.
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Notre travail a donc pour objet 1'étude
compléte, mais non exhaustive dans le temps, des
connaissances relatives & la microméthode colorimétrique au
MIT. Nous abordons en premier des généralités sur le MTT
concernant sa structure, sa réduction en formazan et son
spectre. Ensuite, nous faisons une mise au point sur les
différentes méthodologies publiées dans la littérature. Nous
poursuivons par une étude approfondie de la méthode touchant
ses caractéristiqges et les parametres qui l'influencent. Un
quatrieme chapltre présente une comparaison du MTT avec
diverses techniques. Nous terminons cette revue
bibliographique par les nombreuses applications de cet

essai.
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Chapitre premier

GENERALITES
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1.1 Structure et propriétés chimiques du MIT et de

son formazan

Le sel de tétrazolium MTTou bromure de 3 -
(4,5 - diméthylthiazol- 2 - y1) - 2,5 - diphényltétrazolium
est un composé organigue dont la structure dérive de celle
des tétrazoles (102).

Sa formule développée est représentée figure 1

HN
I N N
|
\T_ ~N N
— N -
S\/R‘CH, (j\ T\/g‘cHx
MTT CH, Formazan CH,

Figure 1 : Structures du tétrazolium MTT et du formazan

Le noyau insaturé a cing sommets contient deux doubles
liaisons, wun carbone et quatre atomes d'azote dont un
quaternaire, <c'est-a-dire chargé positivement (102). Son
poids moléculaire est de 414,3.

Le MIT se présente sous la forme d'une poudre jaune, soluble
dans l'eau. Il est sensible aux acides, & la lumiére et A&
1'humidité ; il doit étre conservé en récipient hermétique a

une température comprise entre (0 et 5°C. C'est une substance
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toxique : nocive par inhalation, par contact avec la peau et
par ingestion. |

La réduction du MTT provoque une ouverture du cycle, le
produit ‘de la réaction étant un composé neutre, coloré en

bleu violet, appelé formazan (figure 1) ({(102).

Le formazan est une substance organique hautement

colorée, constituée du groupe caractéristique suivant :

Figure 2 : Formule plane simplifiée du formaﬁan, d'apres

Seidler (102).

Sa structure est caractérisée par la présence d'une forte
liaison hydrogéne intramoléculaire entre Nj et Ng formant un
chélate a six sommets avec un arrangement plan (figure 3)

{102) .
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5 i
ACx ~Cx ~H
N N N N-—N
[ S— I “R,
N N N
P N rd
R, H R R,

Figure 3 : Forme-cycle et forme-chaine du formazan, dfapreés

Seidler (102).

La stabilité de la liaison hydrogéne est
responsable d'une partie des propriétés- chimiques du
formazan, par exemple: son acidité. L'hydrogéne 1lié peut
étre remplacé par des 1ions métalliques lourds (Cobalt,
cuivre, Nickel) pour donnet des chélates du métal. Comme
tous les formazans, le formazan du MTT peut former un sel
par exposition au% acides minéraux ou aux hydroxydes
alcalins et subif un changement dans ses propriétés
spectrales. Il est facilement soluble dans les solvants
organigques et les lipides. I1 s'agit d'un composé
"photochromique”, c'est-a-dire que sa solution exposée & la

lumiére peut changer de couleur (102).
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1.2 Réduction du sel de tétrazolium MTIT

1.2.1 Principe général et remargues

La réduction d'une partie de la molécule de
tétrazeolium nécessite la captation de deux électrons et dfun
proton. (H*) par 1'hétérocycle chargé positivement. Ce
processus se déroule par étapes. En captant seulement un
électron, l'espéce neutre "tétrazolinyle” (un radical libre)

se forme (figure 4).

/" _/ - A

N
- +e - +H
R—+)| T = Rs \ ——> R, 0 H
= == <<H
tetrazolium sait tetrazolinyl formazan

Figure 4 : Les différentes étapes de la réduction d'un sel

de tétrazolium, d'aprés Seidler (102).
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Les tétrazolinyles sont insensibles a
1'oxygéne mais trés instables en milieu faiblement acide
(eau, méthanol, etc...) ol ils se transforment en formazans
et en tétrazoles. Les tétrazolinyles constituent 1les
principaux intermédiaires entre les sels de tétrazolium et
les formazans : l'oxydation de ces intermédiaires donne les
sels et leur réductlion donne les formazans. Ils peuvent
également réagir avec eux-mémes et subir une réaction de
dismutation : une molécule est oxydée tandis que l'autre est

réduite :

2 8T+ ===> 8T 4+ F

ST : sel de tétrazolium
ST+ : radical tétrazolinyle

F : formazan

L'insolubilité du formazan en milieu agueux
est telle que la réaction de déshydrogénation du sel est
irréversible.
les sels de tétrazolium sont convertis en formazans par tous
les systémes réducteurs possédant des potentiels rédox plus
négatifs que celul du systéme tétrazolium/formazan. De
nombreux systémes réducteurs non-enzymatiques conviennent
pour la réduction chimique des sels de tétrazolium de

différentes réductibilités, par exemples l'ascorbate
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alcalin, les sulfites, les ions ferreux, la cystéine, etc...
Ces systeémes réducteurs ont permis de savoir gque le MTIT est

un sel hautement réductible (102).

Plusieurs facteurs affectent la réduction des
sels de tétrazolium. Nous ne citons ici que les plus

importants

* TLa sensibilité a l'oxygéne

Les études histochimiques ont permis de classer les
sels de tétrazolium en deux groupes selon leur sensibilité &
l'oxygéne : un groupe oxygéne-sensible et un groupe oxygéne-
insensible (4). Le MTT appartient au groupe oxygéne-
insensible, c'est-a-dire que sa réduction a lieu quelles que

soient les conditions, aérobles ou anaérobiles.

* Les transporteurs d'électrons :

La réduction d'un sel de tétrazolium 'peut faire
intervenir des intermédiaires d'oxydoréduction comme le PMS
(phénazine méthosulfate). Il s'agit de molécules exogénes de
transfert d'électrons, de faibles poids moléculaires et de
forte hydrosolubilité, qui remplacent les activités de 1la
"réductase du tétrazolium” {(102). Ils catalysent le
transfert direct de l'hydrogéne et/ou des électrons a partir
des coenzymes : NADH, NADPH {(Nicotinamide-adénine-

dinucléotide, Nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate)
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vers 1les sels de tétrazolium (92). Ces intermédiaires
augmentent aussi la vitesse de réaction des enzymes

flaviniques naturelles , par exemple la succino-

deshydrogénase.

* L'action de la superoxyde dismutase (S.0.D.)

La réduction aérobie des sels de tétrazolium par des
procédés non-enzymatiques et/ou enzymatiques peut étre
supprimée a 95 % par l'enzyme superoxyde dismutase (35, 86,
91) . Cette inhibition prouve la participation directe du

radical superoxyde dans la réduction du tétrazolium.

* Certains détergents (Tween 80, Triton X-100,

phospholipides, etc...) stimulent la production de formazan,

par un mécanisme encore inconnu (102).
1.2.2 Mécanisme de la réduction

Le schéma de Seidler (figure 5) exposant le
mécanisme de 1la réduction d'un sel de tétrazolium tient
compte du rdle des enzymes flaviniques, du PMS, du radical

superoxyde et des superoxydes dismutases.




Anaerobic Conditions

d'aprés Seidler
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Aerobic Conditions

(102) .

TS+F F F F TS+F F
A A 4 A A
D{TSe fo{ PMSe iIH* : * TS| D "0z
! ! - 75 : -
1Se p———-! ——=———1 TS _:ﬂ, » 02°
A 4 Q2
P « (0N SD
PR
e 0z H202
L +
flavine () 02
PMSs (ne or e}
A
PMS|
hydrogen of substrates
e.g.succinate or
coenzymes (NAD({PIH)}
T8 tetrazolium salt TSe tetrazolinyl
F formazan Ose superoxide radical
H™ ‘acidic’ medium e enzymatically formed
M see text ne nonenzymatically formed
f flavin D dismutation
° radical stage SD superoxide dismutase
fe - flavin radical
——  pathway ——— possible or insignificant reaction
Figure 5 Le mécanisme de la réduction du tétrazolium,
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Les caractéristiques fondamentales de ce
schéma sont les suivantes (102) :

~ la réduction de la moitié du tétrazolium (transfert
de deux électrons) a lieu par étapes, les intermédiaires
étant des radicaux appelés "tétrazolinyles",

- seuls les flavines ou les sytémes flavine—like {(PMS)
sont capables de réduire histochimiquement et/ou
biochimiquement le tétrazolium,

- 1l existe en principe une correspondance entre le
potentiel rédox du sel de tétrazolium et celui des systémes
réducteurs (enzymes flaviniques, intermédiaires flavine-like
et radicaux superoxydes) éinsi que celui de 1la §5.0.D.
inhibitrice. Les valeurs de ces potentiels sont proches de
zéro ou dans la gamme négative la plus basse,

- les substrats et les coenzymes réduits ne réduisent
pas directement les sels de tétrazolium, sous des conditions
histochimiques normales,

- la réduction anaérobie s'effectue directement gréace
aux radicaux flavines formés enzymatiquement. Sous des
conditions aérobies, les radicaux flavines ou flavine-like
réagissent préférentiellement avec 1'oxygéne moléculaire
pour former l'espéce réactive : le radical superoxyde (05)
(77, 91).

Dans une seconde réaction, ce radical réduira non

enzymatiquement le sel de tétrazolium en tétrazolinyle et/ou
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en formazan si le potentiel redox du couple 05/0; est plus

négatif que celuil du systéme tétrazolium/formazan :

0  + ST ===> ST+ 0o

0 + 8T+ ===> F + 0Oy

ST : sel de tétrazolium
ST+ : radical tétrazolinyle

F : formazan

Par conséquent, en présence d'oxygéne, le radical superoxyde
est le réducteur réel des sels de tétrazolium, par une
action directe et non-enzymatique.

- Les 5.0.D. catalysent fortement 1la dismutation des
radicaux superoxydes et l'agent réduisant le tétrazolium
disparait dans le milieu, ce qul entraine une inhibition de
la production de formazan. Ainsi, les $.0.D. affectent-elles
les techniques histochimiques et biochimiques aux sels de

tétrazolium, en présence d'oxygéne.

Donc, les sels de tétrazolium sont réduits directement par
les radicaux superoxydes en présence d'oxygéne, et par les
flavoprotéines réduites ou les transporteurs d'électrons

sous des conditions anaérobies.
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Le schéma proposé est valable pour tous les
sels de tétrazolium, mais il demeure proviscire. En effet,
les formazans pourraient étre formés non seulement par la
réduction ou la dismutation des tétrazolinyles, mais aussi
par leur décomposition en formazans et tétrazcles (figure 6)
(102 . En fait, l'analyse des produits de la réaction, en
chromateographie sur couche mince montre gue cette troisiéme
réaction a lieu unigquement dans des <conditions non

physiologiques (non aqueuses) via une réaction du radical en

milieu faiblement acide. Par conséquent, le formazan est le-

seul produit final de la réduction des sels de tétrazolium

en solution aqueuse (103).

N—N—R N —N—R N —N-—R
' /s Z &
2 R—Cy +HOH . g—C SH 4+ R-C + ROH
N—N-—R “N=N-R SN =N
tetrazolinyl formazan tetrazole
Figure © : Stabilisation des radicaux tétrazolinyles par

décomposition en formazan et tétrazole, d'aprés Seidler

(102) .

i
4
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1.2.3 Localisation subcellulaire de la réduction

du MTT

En 1963, Slater et coll. (108) montrent,
grdce a des inhibiteurs de la chaine respiratoire et en
présence de succlnate comme donneur d'électrons, que des
suspensions tissulaires de foie de rat réduisent le MTT en
deux sites de la chaine mitochondriale. Le premier se trouve
au niveau de l'ubiquinone et le second implique le
cytochrome C. Leurs observations sont vérifiées et
confirmées trente ans plus tard, sur des plagquettes
sanguines (123). D'apres le mécanisme deA la réduction du
MTT, celui-ci a lieu en principe au niveau des
flavoprotéines (102). Or, la succinate-~desydrogénase est
bien une enzyme a FAD (Flavine-adénine-dinucléotide) de la

membrane interne mitochondriale {128).

Cependant, des cellules de lignée
lymphoblastoide humaine (cellules Namalwa), cultivées en
présence d'un toxique de 1l'acide nucléique mitochondrial (le
bromure d'éthidium) produisent du formazan
proportlionnellement au nombre de cellules, comme le font les
cellules non traitées (64). Les cellules n'ont donc pas
besoin de mitochondries fonctionnelles pour réduire le MTT :

soit la succinate~deshydrogénase est synthétisée et
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fonctionne dans les membranes des mitochondries anormales,
soit le MTT détecte d'autres enzymes deshydrogénases &

localisation non mitochondriale.

En utilisant trols donneurs potentiels
d'électrons : le succinate, le NADH et le NADPH, Berridge et
Tan (13) ont recherché plus précisément 1la localisation
subcellulaire de la réduction du MTT. Leurs résultats
indiquent que la succinate deshydrogénase intervient pour
moins de 10 % dans la réduction alors que le NADH vy
contribue a 56 %. Contrairement au succinate, la réduction
mitochondriale par les cofacteurs pyridiniques est
insensible aux inhibiteurs respiratoires. Par conséguent, le
transport mitochondrial d'électrons joue un réle mineur dans
la réduction cellulaire du MTT et 1le succinate est un
substrat réducteur relativement pauvre. La plus grande
partie de la réduction cellulaire du MTT se déroule &
l'extérieur de la membrane interne mitochondriale et
implique des mécanismes NADH- et NADPH - dépendants. Il
existe donc une réduction extra mitochondriale du MTT
puisque les nucléotides de type NAD(P) ne traversent pas la

membrane interne mitochondriale (128).

En conclusion, les travaux de Berridge et Tan

(13) vont a l'encontre de l'opinion généralement admise qui
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veut que 1la réduction du MTT ait lieu au niveau des

deshydrogénases mitochondriales.

1.3 Propriétés optiques du MTT et de son formazan

* L'ion tétrazolium MTT, dissous dans du DMSO
(diméthyl sulfoxyde), présente une absorption maximale
unique & la longueur d'onde de 410 nm (88). De par sa
structure chimique & doubles liaisons conjuguées, il absorbe
fortement dans l'ultraviolet (U.V.) avec un maximum a 242
nm en solution dans l'eau ou dans un mélange eau-méthanol
(102). Jusqu'a présent, l'absorption dans 1'U.V. du MTT (et
des autres sels de tétrazolium) n'a trouvé aucune

application.

* En revanche, les caractéristiques
spectrales du formazan dans le visible sont d'une grande
importance.

Le spectre du formazan posséde trois bandes d'absorption :
une dans le visible et deux dans 1'U.V. (102). Vu la
structure chimique générale des formazans, l'absorption
trés intense dans le visible se situe dans le rouge. La
couleur bleue du formazan du MTT dans la plupart des
solvants est considérée comme une exception. En effet, les
caractéristiques d'absorption de ce formazan dépendent

fortement de la nature des solvants utilisés (figure 7).
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Wavelength (nm)

Figure 7 : Spectré d'absorption du réactif formazan

(25 mg/ml) dans différents solvants. Diméthylformamide (A),
DMSO (B), isopropancl (C) et isopropancl/HCl1 0,04 N (D),
spectre d'émission du deutérium (E). D'aprées Alley et coll.

{3).
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D'aprés Alley et coll. (3), le formazan du MTT obtenu par
synthése chimique présente un pic d'absorbance a

- 506 nm dans le DM30; avec un plus petit pic & 570 nm,

513 nm dans le DMF (diméthylformamide),

t

563 nm dans l'isopropanol,

- 411 nm dans l'isopropanol acidifié, avec un plus
petit pic & 563 nm.
Quant au formazan provenant de la métabolisation du MIT par
des cellules et dissocus dans du DMSO, il absorbe au maximum
entre 550 et 560 nm (3, 88),
En utilisant du DMSO contenant 1 % de sérum de veau foetal
(S5.V.F.), Alley et coll. (3) remarguent que 1la Ilongueur.
d'onde du maximum d'absorbance du formazan, se déplace de
506 a 553 nm. La différence de couleur entre le réactif
formazan et le formazan produit par incubation du MTT avec
les cellules peut donc étre attribuée a la présence ou a
l'absence de S.V.F. lors de la dissclution dans le DMSO.

Selon Plumb et coll. (88), pour des

concentrations cellulaires basses (4 x 103 cellules/puits),
le spectre montre un pic d'absorption a 570 nm environ,
alors que pour des concentrations cellulalres élevées (1 x
104 cellules/puits) le pic est beaucoup plus large et
1'absorption maximale est & 510 nm (figure 8). D'autre part,
si on alcalinise progressivement la solution réactif
formazan/DMSO, alors le spectre glisse vers la droite sur

1'échelle des longueurs d'onde et 560 nm correspond au
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maximum d'absorption, au-dessus de pH 8,5 {(figure 9). A pH
acide (3,5), le spectre ressemble a celui du formazan obtenu
chimiquement et dissous dans le DMSO, et la D.0O. mesurée a

570 nm est basse.

Par conséguent, le spectre d'absorption du
formazan du MTT dépend du nombre de cellules et du pH du

solvant.

Ces changements de propriétés optiques sous
différentes conditions, s'expliquent toujours par 1une
modification typigque dans la structure chimique du formazan,
c'est-a-dire la destruction totale ou partielle de la forme

chélate avec le pont-hydrogéne (102).




300 s00 700
Wavelength (nmj
Figure 8 : Spectre d'absorption du formazan produit par incubation des
cellules A 549 avec du MTT (5 mg/ml) pendant 4 h avec 4 X 103
cellules/puits et 1 x 104 cellules/puits. Les cristaux de formazan

sont dissous dans du DMSQ. D'aprés Plumb et coll. (88).

400 450 500 550 600 650
WAVELENGTH {rwe}

Figure 9 : Spectre d'absorption d'une sclution de formazan obtenu

chimiquement dans du DMSO ou dans du DMSO/glycine (200 pl/25 pl) a
différents pH. D'aprés Plumb et coll. {88).
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Chapitre deuxieme

METHODOLOGIES
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2.1 Principe de la méthode colorimétrique au MTT

L'essal colorimétrigue au MTT est basé sur le
clivage du MTT, sel de tétrazolium Jjaune, en cristaux de
formazan violets par diverses enzymes présentes dans les
cellules métaboliquement viables (125).

Les cellules cultivées dans une plague de 96
puits sont incubées avec la solution jaune du MTT pendant
plusieurs heures (132). Les cristaux vioclets de formazan se
forment durant cette période d'incubation. Insolubles en
sclution aqueuse, 1ls sont solubilisés dans un solvant
approprié. Cette étape de solubilisation stoppe la réaction
colorimétrique (109). La solution colorée résultante est
quantifiée spectrophotométriquement en utilisant un lecteur
de plaque ELISA, avec un filtre adéquat.

‘L’absorbance lue est proportionnelle & la quantité de
formazan produite, elle-méme proportionnelle au nombre de

cellules vivantes (27) ce qui permet de les quantifier,

Cet essal peut étre automatisé a l'aide de :
- pipettes multicanaux,
- diluteurs,

- distributeurs contrblés par microprocesseur (83),
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- lecteurs de densité optique (D.0.) reliés a un
ordinateur possédant un programme approprié afin d'obtenir

directement les courbes-résultats (63).

Il permet de traiter un grand nombre d'échantillons et
fournit une mesure rapide et objective du nombre de cellules

en culture (89).

2.2 La méthode de référence

C'est Mosmann (72) qui, en 1983, décrit le
premier essal colorimétrique au MTT, en microculture.
Son test est réalisé sur une lignée continue de cellules T
de souris, cultivées dans du milieu de culture supplémenté
avec 5 & 10 % de sérum de veau foetal (S.V.F.). Les cellules
sont réparties dans les 96 cupules d'une microplaquel a
raison de 2000 cellules/puits, dans 100 pl de milieu de
culture.
Le MTT est dissous dans du tampon phosphate (P.B.S.) a
5 mg/ml, puis filtré stérilement afin d'éter la petite
quantité de résidu insoluble présent dans certains lots de
MTT. La solution-stock de MIT est ajoutée aux cellules
(10 pl pour 100 ul de milieu) et les plaques sont incubées a
37°C pendant 4 heures. Au ccurs de ce temps, les cellules
vivantes réduisent le sel de tétrazolium en formazan

insoluble dans le milieu de culture. Le solvant utilisé pour
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dissoudre les cristaux de formazan est l'isopropanol
aclidifié. Son addition est suivie d'une étape d'agitation
pour parfaire 1la dissolution du formazan. Apreés quelgques
minutes a température ambiante pour que tous les cristaux
soient dissous, les microplaques sont lues sur un lecteur
ELISA, La longueur d'onde test choisie est 570 nm et 1la
longueur d'onde de référence 630 nm. La D.0O. lue é_630 nm
est soustraite de celle lue a 570 nm. La lecture se déroule
dans 1l'heure qui sult la sclubilisation du formazan,
L'intensité de 1la coloration est stable pendant quelgues

heures & température ordinaire.

Cette méthode présente cependant plusieurs

limites techniques..
Le mode opératoire décrit par Mosmann impligue 1l'incubation
des cellules avec le MTT dans le milieu de culture contenant
le sérum et 1l'indicateur de pH : le rouge de phénol. Le
formazan est ensulte solubilisé en ajoutant un volume é&gal
d'isopropanol. Comme le rouge de phénol interfére dans les
lectures d'absorbance, de 1l'acide chlorhydrique (HCl) est
additionné afin de‘convertir l'indicateur coloré en sa forme
acide Jjaune.
L'application directe de ce procédé conduit & :

- un bruit de fond é&levé et variable da & 1la
précipitation des protéines du sérum du milieu lors de

1'addition du solvant organique (27),
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- une solubilisation incompléte du formazan dans le
mélange final isopropancl acidifié/milieu, méme aprés un

mélange parfait (3, 27, 44, 78, 130).

Ces complications réduisent la sensibilité de
l'essail et ont incité nombre d'auteurs a modifier la méthode

d'origine.
2.3 Les divers modes opératoires
2.3.1 Les cellules et le milieu de culture

Les microméthodes sont effectuées dans des
microplaques de 96 puits : & fond plat pour 1les cellules
adhérentes, a fond rond pour les cellules non adhérentes.
Pour les cellules en suspension, 11 existe également des -
nouvelles plaques appelées plagques de filtration Multi
Screen HV a 96 puits (Millipore) (107, 108). Il s'agit de
microplaques modifiées, comportant une membrane microporeuse
Millipore dans chagque puits. L'ensemble est relié & un
évacuateur flexible, en plastigue, positionné sur un plateau

stérile. Leur intérét sera précisé plus loin.

Les macrométhodes font intervenir des plaques
de 24 puits. Celles-ci permettent non seulement d'utiliser

des quantités de milieu et des densités cellulaires élevées,
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mais aussi de cultiver les cellules au sein d'un gel de
collagéne (37) ou de photographier les cultures (71).

Sobottka et Berger (110) travaillent sur des puits de
tallles différentes afin d'étudier de maniére comparative la

croissance des cellules.

Les milieux de culture sont supplémentés avec
du S.V.F. en quantité variable : 10 % le plus souvent avec
un minimum & 5 % (44, 56, 112) et un maximum & 30 % (59).
Wemme et coll. (130) enmploient un succédané de sérum : le
sérum NU-IV "composé de 20 % de S.V.F et de suppléments
définis".

Dans la technique de Pruett et Loftis (90), tous les tampons
et milieux sont ajustés 4 pH 6,9-7 immédiatement avant

utilisation.

2.3.2 Le MTT

1) Préparation de la sclution-stock de MTT
La solution-stock de MTT est préparée par
dissolution du colorant dans du P.B.S. ou parfois dans du
milieu de culture (10, 107). Certains auteurs utilisent les
deux puilsqu'ils diluent leur solution de départ (MTT/PBS)
dans du milieu, Jjuste avant l'essai (3, 27, 89, 101). Wilson
et c¢coll. (131) remplacent 1le P.B.S. par du H.B.S.S.

(solution saline de Hanks) sans rouge de phénol.
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La plupart filtrent la solution afin de la stériliser et’
d'éliminer d'éventuels cristaux de formazan. La solution
obtenue est stockée a l'abri de la lumiére et & 4°C en
flacon hermétiquement fermé. Elle se conserve ainsi pendant

1 semaine (10), 2 semaines (27), 3 semaines (34, 89), 1 mois
(3, 44, 94, 116) voire 1 mois et demie (59).

Iselt et coll. (50) et Van de Loosdrecht et coll. (122)

gardent leur solution & - 20°C tandis gque Sladowski et coll,

(107) et Hussain et coll. (49) la préparent extemporanément.

2) Utilisation de la solution

Dans de nombreux protocoles de cancérologie,
le milieu de culture est aspiré avant 1l'addition du MTT,
soit en partie (24, 95) soit en totalité (6, 29, 31, 34, 45,
89, 131). Cette pratique oblige & fournir aux cellules un
volume de solution-stock de MTT trés élevé.

En immunologie, Denizot et Lang (27) retirent les
surnageants des puits "en renversant les plaques, en les
secouant et en les séchant". Cette étape est précédée d'une

centrifugation pour les cellules en suspension.

* La concentraton finale en MTT est en moyenne de :

0,45 mg/ml ou 1 mg/ml en immunologie,
- 0,45 + 0,05 mg/ml en cancérologie,

- 0,7 + 0,1 mg/ml en microbiologie.
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Garn et coll. (39) incorporent a la solution de MTT 20 uM de
ménadione ou vitamine K3, dissoute dans du milieu de culture
sans sérum. Il s'agit d'un transporteur d'électrons qui
augmente l'intensité de la réaction. Cet effet est dose-
dépendant, mais au-dessus de 100 pM on observe une
conversion du tétrazolium non due aux cellules.

Avant de remettre les plagues a 1'étuve, certaips les
agitent légeérement (27, 87), d'autres les enveloppent d'une
feuille de papier aluminium afin de protéger le MTT et soﬁ

formazan de la lumiére (88, 122).

* Le temps d'incubation des cellules avec le MTT est en
général de 4 heures en immunologie et en cancérologile, et de
2 ou 4 heures en microbioclogie. Stevens et coll. (112) 1le
restreignent a 10 minutes tandis que Kirk patrick et coll.
(58) ainsi que Sudo et coll. (115) le prolongent jusqu'a 24
heures. |
Gerlier et  Thomasset  (40) étudient différents temps
d'incubation allant de 15 min a 4 h, mais ils ne donnent pas

leur choix définitif,
2.3.3 L'étape de solubilisation du formazan
1) L'étape post-incubatiocon

Pour 1l'étape post-incubation, les auteurs se

partagent en deux groupes
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- certains enlevent le milieu des puits, par aspiration
avec une micropipette ou par inversion des plagques,

- d'autres gardent le milieu.

Dans le premier cas, si les cellules sont en suspension, une
centrifugation préalable s'impose, sauf avec les plagues de
type Multi Screen. Avec ces derniéres, le milieu estraspiré
a travers les filtres grdce & un collecteur sous-vide
Millipore, congcu pour fonctionner avec le systéme Multi
Screen (107).

Toute aspiration totale ou partielle du milieu de culture et
du MTT résiduel dolt se pratiquer avec précaution afin de ne
pas dispefser ni entrainer.les cristaux de formazan ou les

cellules.

2) Les soivants
Il existe trois grands types de solvants : ceux & base
d'isopropancl, ceux & base de DMSO et ceux a base de S.D.S.
(sodium dodecylsulfate}. Les références retenues sont celles

des premiers auteurs ayant utilisé le type de solvant.

* Solvants a base d'isopropanol
===> jgopropancl acidifié a 1'HCl 0,04 N (72)
===> 1isopropanol acidifié a 1'HClL 1 N (24) : 40 ml

d'HCl 1 N ans 1000 ml d'isopropanol
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===> lgopropanol acidifié - Triton X-100 (83) : 2 ml
d'HCl concentré pour 500 ml de solvant et 10 % de Triton X-

100 (substance détergente)

===> jsopropancl + 5 % d'acide formique (57)

===> isopropanocl + DMF (10) : a préparer
extemporanément & parties égales et en acidifiant a pH 5,5

avec de 1'HC1 0,02 N.

===> lsopropanol pur {(112).

* Solvants a base de DMSO

===> DMSO pur (18)

===> DMSO + tampon glycine (88) : le tampon glycine de
S8rensen est composé de glycine 0,1 M et de NaCl {chlorure
de sodium) 0,1 M, équilibré & pH 10,5 par du NaOH {(hydroxyde
de sodium) 0,1 N.

===> DMS(O + S.V.F. (56)

===> DMSO + éthanol (& parties égales) (107)
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* Solvants a base de S8.D.S.

===> §.D.8, acidifié (116) : soluticn & 10 % de S.D.S.,

acidifiée par de 1'HC1l 0,01 N

===> 5.D.8. en solution & 25 % (70)

===> S5.D.35. + DMF (44) : 20 % de 5.D.5. dans une
solution contenant 50 % de DMF et 50 % d'eau déminéralisée,
ajustée a pH 4,7 par 2,5 % d'acide acétique & 80 % et 2,5 %

d'HCl 1 N.

* Autres solvants

===> propanol ou éthancl (27)

===> huile minérale (18) : 1l'huile minérale est un
solvant efficace uniquement si on peut enlever tout le
milieu de culture des puits (donc avec les cellules

adhérentes).

IL'isopropanol acidifié, conseillé par Mosmann
(72) est le solvant le plus utilisé dans les essais au MTT

en immunologie. L'isopropanol acidifié - Triton X-100 est
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principalement retrouvé en virclogie. Le DMSO (pur ou
associé) est trés largement employé par les équipes de
cancérologie. Enfin, les solvants 4 base de S.D.S. sont
beaucoup plus fréguents en immunologle gque dans les autres

disciplines.

Le volume de 100 pl/puits d'une nmicroplaque
est la quantité de solvant choisie par la grande majorité
des auteurs. Les volumes de 200 pl/pults concernent surtout
le DMSO. Denizot et Lang (27) se contentent de 50 nl de
solvant par puits. Mikl et coll. (71), gqui travaillent sur

plagues de 24 puits, prennent 2 ml/puits.
3) L'étape d'agitation

L'addition du tampon d'extraction du formazan
est sulvie d'une agitation dans le but d'accélérer la
dissolution des cristaux bleu foncé, accumulés au fond des

cupules. Il existe plusieurs techniques d'agitation

- sur un aglitateur de microplagques, pendant 5 a 390
minutes : c'est la technique la plus utilisée,

- avec une pipette multicanaux, par aspiration et
refoulement : ce mélange énergique se pratique avec les

trois types de solvant (3, 24, 42, 57, 70, 121, 130),
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- a l'aide des ultrasons : 1l s'agit d'une technique de
vibration trés rapide (quelques secondes & 2 minutes) (50,

57, 105).

AvecC les solvants a base de s.D.S.,
l'agitation est remplacée par une incubation d'une nuit
entieére a l'étuve. Tada et coll. (116) expliquent que le
formazan se dissout plus facilement & 37°C et que
l'atmosphére humide empéche un changement de volume par
évaporation. Kotnik et Fleischmann (59) protégent en plus
leurs plagues de 1la lumiére. Avec les autres solvants,
gquelgques auteurs se contentent d'un délal d'attente de : 30
minutes a température ordinaire (49), une nuit & 40°C (19)

ou 24 heures a température ambiante (7).

2.3.4 La lecture des D,O.

La lecture des D.0. est réalisée sur un
lecteur de plaque de type ELISA, immédiatement apres
1'agitation (19, 45, 81), dans les 30 minutes qui suivent la

dissolution (130) ou dans l'heure qui suit (95, 110).

La 1longueur d'onde test la plus fréquente
est, soit 570 nm, soit 540 nm. Arnould et coll.(6) lisent a
492 nm en sachant que les valeurs de D.0O. chutent de 10 %

par rapport a celles obtenues a 515 nm. La D.0O. du bruit de
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fond, lue & la longueur d'onde de référence (690 ou 630 nm),
élimine les effets d'une absorption non spécifique (83).
Cette D.0O. est déduite de celle lue & la longueur d'onde

test.

En ce qui concerne les plaques Multi Screen,
comme le matériel des filtres posséde le méme indice de
réfraction optique que le solvant, les filtres n'interférent

pas avec les mesures d'absorbance (107).

2.3.5 Tableaux récapitulatifs

Nous awvons regroupé dans trois séries de
tableaux, les modes opératoires de 1'essai au MTT gqui sont
pratiqués en immuneclogie, en  cancérologie et en
microbiologie. Nous n'avons retenu gque les techniques
réalisées en microplagques. Les méthodes sont c¢lassées par
ordre chronologique des . auteurs et reprennent les
différentes étapes citées précédemment. Chaque série de
tableaux est suivie de la liste des cellules utilisées, avec

leur origine tumorale et/ou histologigque.




50 -

Xneued 7| FLICER 121
& op3adid aun -INS Jp
2348 J9BURIRN Jw red : syndssaqnyeo
W09 = JIY -oIpIoe LIN®P| 'sdd coLxz|  (z1)ss6l
Wu LS =1891Y | jouedosdosp Uy | Swge'o| npsuep| "TASOPY%SI| 9988 saluRIypE Ara]
synd/pm o1 NoS 01| MBW G| +0¥91 - INGY Uou SANYIPD | 19 SWOIRA
“sanbejdoloru snndsapneo
Sa] JTESISAUDI 01 X7
us sjuesfeu 14
Conmon el -INS $9] JoARUS Am ot
op (s10F p 2 €) . SOOI 1S-HSH ‘676 ‘1
o19do1 oBejadid ‘ mo_a_owqmw_ $31USIYPE $3NJJA)
no XaPOoA [ o { “siuzoSeu Juea3eu
ne uoyense| .o sof sandse -I08 p syndsaqnyeo
LIN 313891} 10 8xqpg & L Jur red yOL X T
+ DSIJIE - ouB[q 24IPE| 7 1a3nynueo IIWep| 'sdd AAS| 1-OVA ‘P-LTON (zv) v861
ww 0LS =1591Y | jouedordosip| :ssmersgpe uou yp | Swep'o| npsuep 9P % 0l + . $9IUDIBYPE | [[O2 12 UIRID)
spnd/i 001 | sep1ea 59 Inog nos oz | qui/Sw g 0v91 - DNIY uou sanj|e)
JueagSeu
-Ins op
[ yed
LTI
op
3w §p'0
3OS
vorsuad synd/saqnjeo
Uri 09 = JoI Y -Sns 9p mo_\ Xz
PIpIoE Moor| 'sdd AA'S EI/ELOL Y (zL) €861
Wt OL¢ =187y jouedoxdosyp g4 mod| np suep SPpo%OI RS+ SaJURIPYpe UURLISOJA]
sundy j1i 001 Mor| uEwg 0¥91 - TN uou SaNf)
e uoneq
OUB[Q S 0UBIYRI |  wopenFe uoreqnouL -nourp| sund/v M}o01§
ap 101891 ()| 10 Jueajog saidy sdwaj { smuen)) [ wonnjog | amymno ap nalN aareneo odA ],
2puo,p sisnguo] sInaIny
'O’ (] Sop 2N} uonesqnos op adeg LI SaN[I9)

HIDOTONNWIAL




51

nreadeu

-Ins
ap qur Jed
LLA 2P
Sw gz'y
: JI0S
QIBIN]JRD 1PN TA'S sund/saneo
sjueogeuIns uwoisuad | ¢, Hd 9p % 01 + 90T 13y 3p
saj Joxndse -sns| eggd O¥9T - DN | senbrugds sapnjja) | (ot) 9861
um g9 = Ja1y syIpOR 19 ury/In ap | np suep LI D+ T1d| 1essewoy],
Wt 0L¢ =189 Y [ jouedoidosip 00S1 B urnu 001 1nod W/ sajuaIRype 13 131D
sundgr go1 |z 198ngmua) 1oz SL|  O¥91 - INdd uou §3[Nji3)
1IN dun juesseu
majeqnoul -Ins syund/sornjeo
g sonbed op Tw Jed RNy pOI X ¥
§3] J08STE] LIN9P| 'S'g9d TA'S EOAN| (911) 9861
WU 065 =191Y | omIpIoe §'A’'S 0cYy | Swog'ol npsuep| ap ooz ool + - S9luslpype | 00 18 BpRY
ap sund/ o1 Wos o7 | quBurg 0¥91 - TN uou s3|nfey)
[ouel3e-03desrsw
juow | qu/Bw || -z sues 10 wps
JUBNOOIS SI US -21983] e .Jd sues ‘fougyd
15 uonnesaad Budy |  -TAdY ap 98no1 sues symd sonyeo
s9ae sanbeyd jueafeu| ofsuep orol1 - TNdA c01 X8
. JUSWISSNIAN | SO JUBSIOAUDI -Ins lnpip = _dd - INdA BOLXY
W 069 = J21Y| -noBia sendy us sjueafeu op Jw| 190 5empg| : LI N 1esss €-1d-€ 91 (L7) 9861
(jowepip{ -Ins saf JoumoI Tred Y1 Sad mod nanny T-M-£91 Buery
wu 096 =1891Y |  no) jouedord | 30 Sxppg B U y¢ ap Sw | np suep "TA'S9p S3UBIPYpE 13 10ZIUa(]
op sund/ il og| ¢ 1Snymus) 1108 05 | JuBw g| 9% 01 + QNTN uou s3[njjey
uoneq
oue[q t 0USIIRI | woneySe uopeqnou, -nouip | sundyd Ho01S
op 103181 (\) | 10 JuRAjOS soady sduay | Inueny| uonnjog | sinjno ap noIMA sxe[n[eo odA [,
2puo,p SInanguo sImajny
'O SOp 20| uonesiqnjos ap adeyg LIN SA[MYPD

JIDOTONNINIAT




52

40t

®  Juepuad
SI9mun]
ERRIG AR 1eageu

SIMYND 9p MBI} 15 INdYRGNOUL] -Ins Ap sund/samypen
+ S3[N[j90 : ouRlg ¢ senbed T yed pOL XL (6%) 0661
§9] J3ssTe] LI °p Ssdd SLINOS 9P 9SNISSO | UUBLYDISIS[]
WU 065 = 3593 Y | "apip1oe 'S'A’S YgBpy Swog| npsuep| "IA'SOPY%OE| S[[20W Ip Sn|[e0 1S 100

ap sundqi go1 NoS 07| JwSw g| 4+ eyde- WHIN | SRIULI2YPE S3[NJRR)

s1nd/sa[njja0

iU oun jueadeu IA'S (Ol X ¢

SAS4dNWdA Inajeqnoul] -In§ 9p ap ¢, ¢ + AINTIN TOBA U
- ouelg & sonbejd [t red Ry syund/sapnjjao (+t) 6861
§9] Jassie] LIN S'dd AA'S Ol X ¢ e
WU OLS =19 Y | s S~ AWd Yz | spSwy| npsuep P % SI1 + o1 Uam 1o Uasuehy

op symd/ go1 nos 7| wBwg O0PS1 - IINd ¥ | $ejusioype Saqnjis;y

wesgeu

-Ins ap sundssanjao
Wy 059 = J91°Y [ur 1ed ¢0EXT (€L) 6861
oyIpioe LIN®pP| 'S'dd C-1H duoq
wu L6 =181y | jouedoidosip Yy | Swspo|l npswep] JASOPYOI SIJUSIBYPB | 19 UUBLWISOJA]

syndy 11 01 NS O1 | MuBw i+ 0v9l - INDY uou SR

uoneq
oue|q "oudIRRl | uonense uoneqNOUL,| -nourp | sundgr 32018
ap 191891 (Y} | 10 JuBAjOS saudy sdwsa [, [ s1uend) | uonnjog | ainyno sp nayy anenjeo odA
spuo,p smanguoy sInAINy
"0°( S9p 212 uonesyiqn[os ap adeig LIN SaM[eD

HIDOTONNNINT




53

sonuTL
¢ ® 7 : sonbeyd jueadeu
ap a3y -Ins ap npg
Pyipioe | sjueafewins Tw Jed 0p91 1AL L ‘vid
Jouedordost sa] 1oyafar LIN| UNdY LE6 N 79|  (01) 1661
WU 99¢ = 1831y - AINA| ‘ 8x0o9 & unw U op Sw| np suep S9juaigype | [jOO 10 jueq
ap syndgr g1 | 07 108nyuua) [0S Og | pu/Sw g 0p91 - INdY Uou Safnfjo))
S1INd/S3[n[[a0
9JIE[N[[32 gOIXT
uorsuad . sureLuny
-SNS 9p ssjydonnau (06) 0661
SUIpIoE 1" 001 saurep[onuUA[0g ST
wu Q9 =191y | jouedoidosip sjueaFewins 4yz inod 'TA'S op Ol + S9)USIQYpE 19 Uy
sund/id 0oz $9] JopIen) i o1 0F91 - TN uou s3jn|[3)
Juea3eu
-Ins op
Wu 069 = 1Y Tt ted synd/saneo
Syipoe LIN®P| 's'gd yOT X T (££) 0661
Wi gL6 = 1891 (| jouedosdosip sjueageuins Yy | Bwgp‘o| npsuep| TASOP 0L 626 1S NL 1109
sund/ | 0oz 59 Jeadjuy WS 07| W/BW G|+ 0p9l - INJY | SAIUSIRYpE S3[N[[O) 9 Hels
uoneq
oue|q 2ouRRI(  uonenge UONBqNOUL| -mourp | syndy 001§
sp1 s {Y)| 1 JUBAJOY seudy sdway | smueng)y | uonnjog| ainyno op HENI A aurejnypao adA ],
apuo,p sinen3uo| SIN3INY
"O°( S2p 20| uonesiiqnos ap adeig LIN $3N[[3D)

AIDOTONNNWNI




: jnu sun juedsEU synd/sapn[eo
WBAIOS + LIW|  noyeqnour] -10S 9p <Ol Xy N0 0] X
+ D9l - ouelg ® sonbeyd ired|  rny 9-11 ‘09-SAN|  (v6) 1661
U069 =J1Y|  sopsasse] LIN3pP| 's9d 6/ ‘Z-1LH oo
WU OLE =183 | sgippe '§'A’S yge., | Swg'o| npsuep HAA'SSp SajuslRype 9 W0y
ap sand,[r 0T nos og| qwBw | o 01 + QNI uou SojnfR)
So)NUMH
sanbjonb
IoSueppu
No JINu UM
Inajeqnour| Jueadeu syundss[njeo
e sanbeyd -Ins op _ pO1 X T
Sa| Jossre] Tw red BET I onbupyduad Bues | (£71) 1661
uIpIoE LIN®p| 'S'dd op sarhooydwA g 102
WU QLS =189 "S'A'S-AIWd Uy | Swgp'o| npsuep SIUIYPR | 10 MBSO
op synd/jrl 001 N0s Q1 | ui/Bw ¢ 0¥91 - INGY uou Sa[N[[37)
SOJINN G
e ¢ : sanbeyd Jueadeu Iong syund/saqnyeo
op JnojeNdy SRy -INS 3p SIS p01 X 6T (2z1) 1661
ouroA[3 uodure) sjueaFeu jop| quied Juies B0l X6 1102
op ¥ ¢z | ~-mssopsandse| pqgeje| LIWNop| uonnjos LEG | 19 NJpa1ps00T
WU QOps =190+ OSINA 9P| ‘8xgLz eum Uy | Bwep'p| sunsuep| “IA'SSP Y0l Sejualpype °p UBA
synd/ [ o1 [ ¢ 18ngmus) Nos 01| JW/BW G| + 0p9[ - IINdY uou sajnfj2)
uoneq
oue[q ‘aouaIdlRl|  gonenge UONRQNOUL] -nour,p| sund;ni 201§
ap 191591 (V)| 10 JUBA[OS soidy sdwa], | suend) [ uonnjog | aimyno ap NI xRN0 9dA L
apuo,p sinenduo] sanainy
"0’ SOp 21noa uonesifiqnjos ap adelg LI SajRD

HIDOTONANINIT




55

synd/sapmnyeo
jueageu (01X T
-INS 9p SauRWINY
sjueafeuins jou Jed g ssuingues (€z1) €661
WU 0g9 = J21Yy omIpIOR so[ w1ky AR Sad sop3enbeg 1199
wu 0L =189y | jouedordosip| SxQgT B umm Yy | Swyg| npsuep SyueH op SIIULSIRPE 12 ddyuUEBA
syndgr o1 { ¢ ¥8npmua) mos 0z | uBw | soeem vodurey, uou sany[e))
"un sanbjanb
‘1| © 191098
Iassre] “1omdse
‘9pqmsIp-1q
neap v 007 jueadeu sundysanjeo
DIAE SN[ -Ins 9p pOL X 1
| I g 1Y8y §3] Joar] s red obo1 19l (Lo1)
i 0c9 = 31 L synd LIN| INdd AAS|  ENInfZ-TILD| €661 1100
U 0ps = 3591 Y - OSINd Sop mayIu Uy [eop3w | npsuep 5P % OI + - S3YULIYPR | 19 ISMOPE|S
op synd/i 001 9] IoAdquy yos g | [w/Sw g 0¥91 - IINdY uou ssnjR0
XMRURd) N
anadid aunp sund/sangeo
SpIe] ® juaw jueadeu Ol X¢
-asnainodia . -Ins ap BLOIXE
IaBuepN syueagdeu Jw Jed swewny|{ (0€1) 2661
"yIpoR [ ~Ins sof 103001 LLIN op ‘s'gd AIFNN sa1hooydwA 1102
wu 0LG =181y jourdordosyp| ‘ SxQog B unm Yy | Swo'p] npsuepi -wnidsap ¢ 0l SOIURIDYPE 19 SWIWID AN
syndy [ go1 | £ 98nymuL) NOS OF { Jw/BW 01| + 0¥91 - INDY uou S9[N[[3)
uoneq
oue|q t 90U | uornenSe uonRqNOUL] -nouyp | syndyprl b oty
op 121891 (V)| 10 JueAjOS saidy sdway | smuend) | uonnjog | 2inyno ap NN sy odA ],
dpuo,p sinenduor] i sInany
"0’ Sop 2N uoresifiqnios ap adeyg LIN- sa[n[jan)

HIDOTONNWINIT




56

synd/sapnyia0
cOl X1
- OW-dd
SOIURIRYPE SN[
Jueadeu synd/sajnao
-InS Ip GOl X 1
[ red S8 d-
jmu sun LI sp symd/sa[nyeo
‘mayeqnout] 3w 60 g0l X [
® sonbeyd }10S JUO- 1y
§9] J08s[E] -lpruw [ 'S’ d sp sayboouglds-1  (6£) ¥661
WU QLS =AY | SAS-AWA Up | SpWT| npsuepl "TA'S9P %0l SAULIRYPE | JJOD J° uIeD)
sp sund/r 001 0Z+01} MBwg| + 091 - INIA uou S3nye7)
JuBasrU
-1ns 9p
noisusdsns Tux yed
U SO0 LI
$9] 211390 ap Sw synd/ssnjjeo
Toruu [ nos BRAA g0l X [ DO 0] XT
sHnd/QSINA | NP 994E 1oAE] uonnjos | 'S'g'd AA'S 09 - ™™ (L) €661
W ops =15931 Y °p Bxpg punn umr o7 B[Sp| mp Suep P % Ol + - Selualgype | 1105 18 I
juznoool| ¢ JeEnmua) SWRG/T | Jui/Bw ¢ 0r91 - INdY uou $a[nfj3 )
: SUNA/S3N[[92
FOIX 1
SuBIqUIE Jef ‘ipne( ‘79g N
amjeipdus) jueaSeu : SojURIBYpE
€ U -ins 9p uou s3NJje
0¢ J13e Jossie ] Jur red R 1% | synd/san(jeo (6¥) €661
yIpE sund LIW ?P Sdd 01 X1 o2
wu LS = 18917y | [ouedordosip $9p XnaI[uu Yy [ Swep'o]l npsuep| JTASOP%OI| uwegeHiIsy vV 12 messny
spndy 1 00 §3] JaAaduy NOS O | JW/Sw G|+ OF9T - TINDY | SOIUAIRYPE SN2
uoneq
ouBjq 20URIRNRI | uonenge uoneqnour] -noutp | synd;d No01S
pPrBAN)| eAJOg saady sdwa], | s1UENY | uvonn[og| sIMyjno ap NI amenjeo 9dA ],
Jpuo,p smanguor] sinRny
‘O’ Sop 2Inoa] uonesifiqnjos ap adeyg LIN S3N[IOD)

HIDOTONNINI




57

Origine histologique et tumorale des cellules utillisées en
immunologie, dans 1l'essai au MTT :

Les cellules sont classées selon leur ordre d'apparition
dans les tableaux récapitulatifs. Il s'agit de cellules

humaines sauf mention contraire.

A 70 13/13 : cellules T interleukiline - 2 - dépendantes,
de Souris
L 929 : fibroblastes murins, lymphotoxines-sensibles

ESH~SL-130 SA : cellules hybrides de HeLa D-98 et de

fibroblastes humains
MOLT-4 : leucémie lymphoide aigué& (& cellules T)
YAC-1 : cellules murines, Natural Killer-sensibles
BB66 : cellules B transformées par le virus d'Epstein Barr
{(V.E.B.)
LB3 : lymphocytes T, IL-2 dépendants

LB3-FI~2 et LBR3-FI-3 : sous-clones de LB3

NKC3 : cellules naturelles tueuses, murines, IL-2
dépendantes

EL4C116 : lymphome murin

HT-2 : cellules T, IL-2 dépendantes de Souris

Wehi 164 : fibrosarcome de Souris

MDBK : cellules de rein de Veau

Vere : cellules de rein de Singe

A 549 : cancer pulmo—-alvéolaire
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TU-5 ou mK SA-TU-5 : cellules tumorales dérivées d’une
culture cellulaire de rein

K 562 : leucémie érythrocytaire

U 937 : macroprhages-histiocytes de lymphome

EL-4 : lymphome-T, murin

7TD1 : cellules d'hybridome souris-sourils

MC/9 : basophiles IL-3 dépendants

NFS - 60 : leucémie myélecide, IL-3 dépendante

11-6 : cellules T, IL-4 dépendantes

CTLL-2 : cellules T cytotoxiques, murines, IL-2
dépendantes

Jurkat E,.1 : cellules de lymphome produisant de 1'IL-2

A-431 : cancer épildermoide du sein

Ha : cancer du testicule

Fen : cancer de la vessie

Daudi : cellules de lymphome de Burkitt, transformées
par le V.E.B.

Jar : cellules trophoblastigues

HL-60 : leucémie promyélocytaire

P 815 : mastocytome murin

PE-MO : macrophages d'exsudat de péritoine murin.
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Origine histologique et tumorale des cellules utilisées en
cancérclogie dans l'essai au MTT:

Les cellules sont classées selon leur ordre d'apparition
dans les tableaux récapitulatifs. Il s'agit de cellules

humaines, sauf mention contraire.

H-69 : cancer pulmonaire & petites cellules

A 549 : cancer pulmo-alvéolaire & cellules non petites

CHO~-AUX-Bl : cellules ovariennes drogue-sensibles,
d'Hamster chinois

CHR ¢5 : cellules ovariennes drogues-résistantes,
D'Hamster chinois

H~-249 : cancer pulmonaire a petites cellules

V 79 : fibroblastes de poumon d'Hamster chinois

H 460 : cancer pulmonaire & grandes cellules

EMT ¢ : cancer mammaire de Souris

K~562 : leucémie érythrocytaire

1L-1210 : leucémie lymphocytaire de Souris

B 16 : mélanome de Souris

B16 F10 : variant de Bl6 & degré métastatique élevé

L 929 : fibroblastes murins transformés

DLD-1 Clone A : cancer du célon

COLO 205 : cancer du c8lon

MCF-7 : cancer du seiln

RPMI - 7272 : mélanome amélanotique

COLO 201 : cancer du cdlen
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LoVo : cancer du cdlon

P 388 : leucémie de Souris

H 23 : cancer pulmonaire a cellules non petites
H 322 : cancer bronchiolo—alﬁéolaire

HT-29 : cancer du cblon

CCD-19 LU : fibroblastes pulmonaires

KATO III : cancer gastrique

C-1 : cancer du cdélon descendant

SKCO01 : cancer du célen

LS 174 T : cancer du cdlon

CALU-6 : cancer pulmcnaire & cellules non petites

COLO 320 DM : cancer du cblon

COLO 201 : cancer du cdlon

POC : cancer pulmonaire a petites cellules

COR~-1L47 : cancer pulmonaire a petites cellules

COR-L23 : cancer pulmonaire a grandes cellules

MOR : cancer pulmonaire

MOP-C315 : plasmocytome

L 5222-51 : leucémle de Rat

CO 115 : cancer du cdlon ;
GLC4 : cancer pulmconaire a petites cellules |
H 187 : cancer pulmonaire & petites cellules

LDAN : cancer pulmonalre squameux

P388 D1 : cellules macrophage-like de Souris

RC : cancer rénal de Souris

HX 142 : neuroblastome
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RT 112 : cancer de la vessie

MGHU1l : cancer de la vessie

SNU-C5 : cancer du caecunm

A-375 : mélanome

SK-HEP-1 : cancer du foie

PCI~-1 : cancer squameux du larynx

PCI-24 : cancer squameux de la langue

MXT : cancer mammaire de Souris

11B : cancer sguameux de la téte et du ne:z
MKN-28 : cancer gastrique bien différencié
MKN=-45 : cancer gastrique peu différencié
1/C2 : cancer mammalre de Rate

1/C32 : cancer mammaire de Rate

MDA-MBZ231 : cancer du sein

KB : cancer de l'oro-pharynx

CCRF-CEM : leucémie

A 2780 : cancer de l'ovaire

1847 : cancer de l'ovaire

OVCAR 5 : cancer de l'ovaire

OVCAR 7 : cancer de l'ovaire

WiDr : cancer du cdlon

HeLa : carcinome de col utérin

CaSki : carcinome squameux du col du fémur.
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Origine histologique et tumorale des cellules utilisées en

microbiologie, dans l'essal au MTT:

Les cellules sont classées suivant leur ordre d'apparition

dans les tableaux récapitulatifs. Il s'agit de cellules

humaines, sauf mention contraire.

MT-4 : cellules T4 transformées par le HTLV-1 (Human T cell
leukemia virus)

CEM-cl 13 : sous-clone enrichili en molécules CD4, qui dérive
de la lignée CEM

P.B.L. : (peripheral blood lymphocytes) lymphocytes de sang
périphérigque

KG-1 : leucémie aigué myéloide

K~562 : leucémie chronique myéloide

MOLT-4 : leucémie lympholide aigué

CEM : cellules T de tumeur lymphoblastoide

HUT-78 : cellules T4 ne produisant pas de HTLV-1

PDaudi : cellules de lymphomé de Burkitt

NC-37 : lymphocytes B

U-937 : macrophages / histiocytes

MT-2 lymphocytesrT

M/M : monocytes / macrophages

MDCK : cellules de rein de Chien

Vero : cellules de rein de Singe

Hela : carcinome de col utérin

MRC-5 : souche diploide de fibroblastes humains

embryonnaires
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Chapitre troisieme

ETUDE DE LA METHODE
COLORIMETRIQUE AU MTT
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Nous avons vu que le modg opératoire du test
au MTT varie beaucoup entre les auteurs, ét ce a tous les
niveaux : concentration finale en MTT, temps d'incubation
des cellules avec le MTT, nature et wvolume du solvant,
longueur d'onde de lecture. Une étude approfondie de 1la
technique s'impose donc.

Dans une premiére partile, nous reprenons les
caractéristiques de la méthode qui en font a la fois tout
son intérét et toute son originalité. Une seconde partie a
pour objet les différents paramétres reconnus comme

influencant l'essal au MTT et expliguant, par la-méme, les

variations du mode opératoire.

3.1 Caractéristiques de la méthode

3.1.1 Spécificité vis-a-vis des cellules vivantes et

viables :

La conversion du MTT en formazan prend place
uniquement dans les cellules vivantes. Mosmann (72) a ainsi
montré que des cellules mortes sont incapables de cliver le
colorant, trente minutes aprés leur lyse. Green et coll,
{(42) l1l'ont prouvé par une autre expérience : des cellules
lymphotoxine-sensibles, trailtées par lymphotoxine présentent
une relation inversement proportionnelle entre la

concentration en lymphotoxine et la quantité de MTT réduite.




32

D'aprés l'observation visuelle, seules les cellules viables
contiennent des cristaux de formazan. Les cellules non
viables et les débris, identifiés par leur morphologie et

par la coloration au bleu Trypan, ne réduisent pas le MTT.

Les c¢ellules procaryotes métabolisent aussi
le MTT en formazan. Ainsi, des cultures composées de
neutrophiles et de Staphylococcus aureus et traitées par de
l1a saponine (toxigque pour les neutrophiles), produisent du
formazan (112). Les neutrophiles lysés par la saponine ne
réagissent pas avec le MIT et la saponine ne modifie pas la
transformation du colorant en formazan par les
Staphylocoques dorés. Le formazan résulte donc uniguement

des bactéries wvivantes.

3.1.2 Relation entre la densité optique et la

concentration cellulaire.

L'intérét du MTT a été évalué en déterminant
la relation entre le nombre de cellules et la quantité de
formazan produit.

Mosmann (72) le p:emier, a noté que_l'absorbance a 570 nm
est directement proportionnelle au nombre de cellules, en

utilisant une population cellulaire homogéne (figure 10).
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Figure 10 : Linéarité de 1l'essai au MTT. Des cellules EL-4
sont réparties dans des microplaques a 96 pults (100 ul de
milieu /puits). Le MTT (10 ul & 5 mg/ml) est ajouté
immédiatement & tous les puits et les plaques sont incubées
4 37°C pendant 3 heures. Chaque point correspond a la

moyenne et a l'écart-type de 4 puits. D'aprés Mosmann (72)
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Cette relation 1linéaire est particuliére pour chagque type
cellulaire si bien que la D.0. pour un nombre donné de
cellules varie entre les lignées (18, 33, 64).

En général, cette linéarité s'étend sur un large intervalle
de concentrations cellulaires : de quelques milliers [ou
gquelgues centaines (42, 44, 72)] & plusieurs dizaines de
mille (33, 87, 105, 116) woire centaines de mille de
cellules par puits (64, 66, 100, 110) sans pour autant que
l'épaisseur du tapis cellulaire affecte les D.0QO. En effet, &
570 nm, les cellules n'absorbent pas la lumiére de fagon
significative, méme & une concentration de 8 x 10° cellules

par cupule (127).

Price et McMillan (89) ont étudié la relation
entre l'absorbance et le nombre de cellules, pour trqis
types de cellules cancéreuses {(figure 11). Les trois
relations ne sont linéaires que pour de faibles
concentrations cellulaires (moins de 5 X 104
cellules/puits). Cette constatation restreint donc les
affirmations précédentes. De telles courbes sont utilisées
pour convertir les mesures d'absorbance en nombres
cellulaires équivalents pour chaque souche de cellules.

De méme, Iselt et coll. (50) obtiennent des relations
linéaires reproductibles, seulement entre 2 x104 et 4 x 104

cellules/puits avec six lignées continues tumorales.
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Avec les fibroblastes ovariens d'Hamster chinois (C.H.O.),
la D.0O. wvarie également . linéairement pour les basses
densités cellulaires, c'est-a-dire Jusqu'a 1 X 104
cellules/cupule (figure 12) (120}.

Aprés une certaine 1limite supérieure, on
observe donc une déviation de linéarité, spécifique de
chagque type cellulaire (50, 120) et une décroissance
progressive des valeurs de D.0O. (12). Heo et coll. (45)
décrivent une courbe de nature hyperbolique ; d'autres
auteurs parlent de "plateau" aux hautes concentrations
cellulaires (41, 42, 44, 95},

Ce phénomene s'explique

- scoit par une activité métabolique diminuée ou par une
mortalité cellulaire, dues & l'excés de cellules dans les
puits (12, 45, 95),

- soit par une conscommation compléte du substrat MTT,
par la culture (42).
Dans ce dernier cas, 1la linéarité de la courbe peut étre
rétablie par une addition supplémentaire de colorant.
Cependant, Jabbar et coll. (52} qgui ont une déviation de
linéarité, méme aux valeurs de D.0O. relativement basses (dés
0,5) pour des cellules cancéreuses pulmonaires, constatent
que la courbe n'est pas affectée par une augmentation de la

concentration en MTT.
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Figure 11 : Relation entre le nombre de cellules et la densité

optique pour les cellules HX 142 (A), RT 112 (e) et MGHUl {o}.
D'aprés Price et McMillan (89). .
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Figure 12 : Relation entre le nombre de cellules et la densité

optique. Des cellules C.H.O0, & différentes concentrations sont
réparties dans les puits d'une microplague et incubées une nuit,
La solution de MTT (25 pl/puits) est ensuite ajoutée et les
cellules sont incubées pendant 4 heures. Les cristaux de

formazan sont dissous dans 100 ul de DMSO/puits. D'aprés Uludag
et Sefton (120).
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Quant a Givens et coll. (41) 1ils suggérent d'éviter
entiérement 1l'effet plateau, en utilisant des petits nombres

de cellules.

Selon Ford et coll. (34), 1l existe bien une
relation entre l'absorbance et le nombre de cellules, mais
elle n'est pas linéaire (figure 13). Les cellules testées

sont d'origine tumorale.

L'absorbance est donc généralement
proportionnelle & la densité cellulaire, mais sur un
intervalle treés variable selon les souches cellulaires. Il
est nécessaire d'ajuster le nombre de cellules utilisé dans
l'essali afin d'assurer des mesures quantitatives fiables

(45, 50).

D'aprés Hansen et coll. (44), de hautes concentrations
cellulaires rendent les mesures impossibles, soit parce que
les wvaleurs de D.0O. sont trop élevées, soit parce que les
courbes atteignent un plateau. A noter,le fait que des
bactéries puissent métaboliser le MTT signifie que de hautes
valeurs de D.0O. peuvent également résulter d'une

contamination.
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Figure 13 : Relation entre le nombre de cellules et 1la

" densité optique pour guatre lignées cellulaires : LSI 74T

(M), SKCol (#), ¢332 (Q), CALU3 (x). Les densités

cellulaires initiales sont respectivement de : 98 ; 391 ;

1,56 x 103 ; 6,25 x 103 ; 2,5 x 10% ; et 1 x 105

cellules/puits. D'aprés Ford et coll. (34)
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3.1.3 Seuil de sensibilité

Le nombre minimal de cellules, détecté par la
méthode au MTT, varie considérablement entre les différents
types cellulaires.

Par exemple, selon Ruben et Neubauer (95), 1l1l'essai de
réduction du colorant est assez sensible pour détecter aussi
peu que 32 cellules tumorales viables par puits., En
revanche, il est incapable de quantifier de facon fiable,
moins de 1 x 104 fibroblastes oculaires en culture primaire,
par pults (41). Avec la plupart des lignées cellulaires
continues, soit le nombre minimal de cellules se situe entre
200 et 500 cellules/puits (42, 44, 45, 72), soit il est fixé
a 1000 cellules/puits (27, 100, 1l1l6).

Les lignées continues ont normalement un taux de duplication
€leve, associé a une activité enzymatique importante, par
rapport aux cellules a durée de vie limitée telles que les
lymphocytes de sang périphérique (127). Ceci conduit a une
sensibilité plus grande de l'essal au MTT, pour les lignées

continues.

En dessous du seull de sensibilité, les
nombres de c¢ellules affichent un signal non reproductible
(44) . Les observations de Plumb et coll. (88) montrent
qu'aucune ligne de régressicn ne passe par l'origine, si

bien que le formazan semble produlit en 1l'absence de
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cellules., Cette petite valeur de D.0. est probablement due &
l'interférence du milieu résiduel avec les lectures

d'absorbance (120).

Les résultats cités, quoigque différents,
indiquent que l'essal au MTT est capable de détecter de trés
faibles nombres de cellules vivantes, adaptées en culture ou

fraichement isclées (64}).

3.2 Paramétres influencant la méthode

Nous avons essayé d'étudier tous les
paramétres capables d'affecter la méthode au MTT, au niveau
de la sensibilité et des résultats. Pour cela, nous avons
repris en détail chagque étape du ;node opératoire., Il est

alors possible de distinguer, de facon schématique :

- les facteurs influencant la production de formazan
les cellules, le milieu de culture, la concentration en MTT
et le temps d'incubation des cellules avec le colorant,

- les facteurs agissant spécifiquement sur les lectures
de D.O. (ils interviennent donc¢ aprés la réduction du MTT) :
les solvants et les longueurs d'onde.L'influence des

longueurs d'onde est 1liée aux proprlétés spectrales du
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formazan que nous avons développées au paragraphe 1.3 du
chapitre I.
Il existe enfin des paramétres extérieurs a 1la technique,

mais susceptibles d'altérer la fiabilité de 1l'essal au MTT.

3.2.1 Les cellules

1) Cultures cellulaires en monocouche ou en

suspension

Dans la littérature, les cellules adhérentes
sont rencontrées aussi souvent que les cellules non

adhérentes.

Selon Carmichaél et coll. (18), 1les cellules
adhérentes sont particuliérement bien adaptées a l'essai.au
MTT. Elles donnent une bonne reproductibilité et 1'écart-
type des D.O. est d'environ £ 5 %. La technique est moins

optimale pour les cellules en suspension (écart-type de £ 15
%), peut-&tre a cause de la wvariation de wvolume résiduel
apreés aspiration du milieu, avant 1'étape de solubilisation.
Leurs études portent essentiellement sur des cellules
cancéreuses.

Inversement, d'aprés Takeuchi et coll. {117),

les cellules en monocouche ne conviennent pas pour le test

au MTT appliqué au virus Herpés simplex-1 (H.S.V.-1). En
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effet, aprés infection des cellules par le virus, 1l'examen
microscopigque ne révéle pas la présence de cellules viables
alors gue 1l'essal au MTT indique une wviabilité de 70 % par
rapport aux témoins! Avec les cellules en suspension, les
auteurs obtiennent une baisse de viabilité, de plus de 90 %.
Ces observations sont confirmées par Watanabe et coll. (126)
avec d'autres familles de wvirus et sur d'autres cellules,
mals infirmées par les expérimentations de Sudo et coll.
(115) sur les H.S.V.-1 et 2.

Ayisi et coll. {7y, gui emploient des
cellules non adhérentes, préférent traiter les microplaques
par de la poly-L-lysine, afin de permettre l'attachement de
la culture au fond des puits. Ils y wvolent plusieurs
avantages :

- la suppression plus facile et reproductible du milieu
nutritif, sans disperser ou enlever des cellules,

- la meilleure visualisation de l'effet cytopathogéne
induit par les wvirus.

Ils aboutissent ainsi & de meilleurs résultats.

2) Les différentes lignées cellulaires

Les lignées cellulaires individuelles

différent dans leur aptitude 3 réduire le MTT.
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Par exemple, la lignée continue de cellules leucémiques CEM
convertit le sel de tétrazolium & un taux égal a deux foils
celui de la lignée continue myéloleucémique K 562 (66).

Les fibroblastes oculaires humains, cellules & durée de vie
limitée, possédent une activité enzymatique relativement
faible, malgré leur capacité a proliférer rapidement si bien
que l'essal au MITT y est peu sensible (41). Les lymphocytes
de sang périphérique ont aussi une activité métabolique
basse (127). Ils doilvent étre utilisés en nombre élevé, pour

donner une réduction mesurable du MTT.

3) Contamination de la culture par d'autres

cellules ou par des bactéries

D'aprés Wilson et coll. (131), 1l'analyse
colorimétrique par le MTT de cellules provenant de spécimens
de tumeur primaire présente quelques difficultés. Celles-ci
sont dues a la contamination par des cellules non malignes
et métaboliquement actives, capables de transformer Ile
colorant. Les lymphocytes constituent les principaux
contaminants des échantillons de bilopsie. Mais, ils sont peu
nombreux et peu actifs.

Nous savons que certalnes bactéries réduisent le MTT (112).
Cependant, la contamination par des micro-organismes est
facile & détecter, en examinant les plagues au mnicroscope

inversé, avant chaque étape de l'essai (131).




94

Des contaminations potentielles peuvent donc

falsifier les résultats.

4) Les conditions de culture avant l'essail

colorimétrigque

La méthode au MTT mesure l'aqtivité
enzymatigue mitochondriale des cellules viables (109). Or,
cette activité n'est pas constante et dépend grandement de
la densité cellulaire de la culture juste avant la récolte
des cellules (6). Théoriquement, les cellules en culture se
multiplient selon une loi exponentielle., Si 1l'inoculum est
trop faible, une longue période de temps s'écoule avant gque
la culture <démarre. Apreés la période de croissance
exponentielle, 1la confluence et la déplétion du milieu
ralentissent et les divisions cellulaires cessent.

La modulation de 1l'activité enzymatique dans la chaine
respiratoire, tout au long de la croissance, expligue la
variabilité des courbes de linéarité (40). L'intensité de la
respiration cellulaire refléte "la santé des cellules" et
devient maximale pendant la phase exponentielle (et diminue

gquand la culture arrive a confluence}.

Puisque les conditions de culture (densité
cellulaire 24 heures avant l'essai) influencent les courbes

de D.0., elles doivent étre standardisées (6).
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5) L'état métabolique des cellules

Mosmann (72) a étudié 1l'influence du niveau
énergétique de 1la cellule sur la quantité de formazan
générée. Pour cela, il a mesuré la production de formazan
par: des cellules métaboliquement inactives (globules
rouges), des cellules guiescentes (cellules spléniques) et
des cellules activées (lymphocytes stimulés par de la
concanavaline A). Les résultats montrent que :

- les érythrocytes sont incapables de cliver le MTT,

- les lymphocytes activés fournissent environ dix fois
plus de formazan que les-cellules au repos.
L'activation des cellules provoque donc une transformation
accrue du MTT en formazan. Dix ans plus tard, Vanhée et

coll. (123) 1l'ont confirmé sur des plaquettes sanguines.

Dans le but d'évaluer aussi le rdéle du
métabolisme cellulaire sur la conversion du MTT, Hansen et
coll. (44) ont fait varier la température d'incubation des
cellules avec le colorant. A température ambiante, la D.O.
est égale au tiers de celle obtenue a 37°C. A 40°C, on note

seulement une faible augmentation de 1'absorbance.

Ferrari et coll. (33) ont comparé la
production de formazan entre une culture cellulaire de 48

heures et des cellules ayant adhéré pendant 2 heures dans

!
£
§
i
!
i
:
i




96

les puits d'une microplagque. La production est nettement
plus élevée aprés 48 heures qu'aprés 2 heures. Ce résultat
refléte 1l'état métabolique des cellules qul est trés ralentl

dans les heures qui suivent la trypsination.

En conséquence, la quantité de formazan

dépend du métabolisme cellulaire.

3.2.2 Le milieu de culture

Les besolns des cellules en culture sont
couverts par 1les milieux de culture, gui ont pour but de
reproduire aussi fidélement que possible In vitro les
conditions d'environnement que la cellule trouvait in vivo
(1) . Ils doivent donc

- apporter des é€léments nutritifs : la substance
énergétique fondamentale étant le glucose,

- contribuer au maintien des constantes physico-
chimiques : le pH devant se situer entre 7,2 et 7,4. Nous
verrons plus loin l'influence du systéme tampon bicarbonate
HCO3 sur l'essai.

Cependant, ces milieux assurent seulement 1la survie des
cellules 1in vitro. La prolifération et 1'expression des
différentes fonctions cellulaires en culture nécessitent
l'addition d'une certaine concentration de sérum au milieu

synthétique de base (1l). En effet, le déclenchement de la
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division <cellulaire n'est possible qu'en présence d'un

certain nombre de facteurs mitogénes, fournis par le sérum.
1) Le contenu en glucose

Vistica et coll. (125) ont étudié l'effet
d'une déplétion en glucose dans le milieu de culture,_sur la
réduction du MTT par diverses cellules tumorales. Une baisse
de la concentration en glucose s'accompagne d'une diminution
de la quantité dé formazan produite. Le transfert des
cellules dans un milieu sans glucose est suivi d'une chute
dans la réduction du MTT.

Le glucose influence les concentrations cellulaires en
nucléotides pyridiniques réduits : NADH et NADPH (124) qui
jouent un rdle dans la métabolisation du sel de tétrazolium

(voir chapitre I, paragraphe 1.2).

Par conséguent, un transport cellulaire et un
métabolisme constant du glucose sont requis pour une

réduction maximale du MTT,
2) La qualité du milieu
Les expériences de Jabbar et coll. (52)

montrent gque la transformation du MTT par les cellules est

moins efficace quand elle s'effectue dans un milieu ayant
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déja servi a une culture cellulaire de plusieurs jours. Un
milieu ayant supporté une culture pendant 6 Jjours donne une
D.0. significativement plus basse que celle obtenue avec un

milieu frais : 0,260 contre 0,467.

D'autre part, des modifications du pH du
milieu provoquent des différences importantes dans la
production de formazan (52). D'aprés la figure 14, la

gquantité de formazan augmente avec l1l'élévation du pH.
3) La gquantité de sérum de veau

Denizot et Lang (27) qui utilisent un milieu
dépourvu de sérum, unigquement lors de 1'incubation des
cellules avec le MTT, notent que 1l'absence de sérum ne

diminue pas la quantité de formazan générée.

Twentyman et Luscombe (118) ont incubé des
cellules avec le MTT, dans du milieu contenant 0 & 20 % de
sérum de veau : plus la concentration est faible, plus la

D.0. est grande.

Finalement, pour avoir une production de
formazan optimale, il faut surtout un milieu de culture

équilibré.

A
i
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Figure 14 : Effet du pH sur la production de formazan. Les
cellules COR-L23 sont réparties dans wune microplaque &
raison de 6 x 104 cellules/puits et incubées pendant 24 h.
Aprés quoi, le milieu est retiré des puilts et remplacé par
du milieu prowvenant d'une culture cellulaire de 6 jours (H)
ou par du milieu frais (O} apres ajustement du pH avec du

bicarbonate de sodium. D'aprés Jabbar et coll. (52)
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3.2.3 Le MTT
1) La concentration finale en MTT

Selon Mosmann (72), la formation du formazan
est approximativement proportionnelle & la quantité de MTT
pour les basses concentrations, alors gue Vistica et coll.

(125) observent une phase retard (figure 15).

Denizot et Lang (27) trouvent que la quantité
de formazan produite augmente trés rapidement de 0 & 1 mg de
MTT par ml de milieu de culture, ralentit entre 1 et 2 mg/ml

et atteint un plateau aux plus hautes concentrations.,

Malgré des différences de métabolisation
entre les types de cellules, l'augmentation de la quantité
de MTT s'accompagne toujours d'une production accrue de
formazan, Jjusqu'a une certaine concentration en MTT pour
laguelle la production est maximale (88). Le plateau de D.O.
est obtenu pour des concentrations trés variables suivant
les lignées cellulaires

- 0,4 mg/ml pour les cellules cancéreuses pulmonaires
GLC4,
- 0,9 mg/ml pour les cellules cancéreuses de sein

MCF-7.
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Figure 15 : Effet de la concentration en MTT et du temps
d'incubation sur la réduction du MTT par des cellules M19 de
mélanome et des cellules SNBS56 de gliosarcome. Aprés 48
heures de culture, le MIT est ajouté et l'incubation est
poursulvie pendant un temps approprié. Le formazan est
gquantifié aprés extraction par du DMSO. Concentrations en
MTT {(mM) : 0,075 (Ay ; 0,1 (®)y, 0,25 (@ ; 0,5 (A) ;

0,75 (Q) ; 1,0 (M), D'aprés Vistica et coll. (125).
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Pour la plupart des cellules, une concentratlion finale de 1
mg/ml est plus que suffisante (88). Mais, il est impossible
de conseiller cet optimum pour l'essai au MTT puisque pour
certaines souches cellulaires, un excés de MTT résulte en
une réduction dans la production de formazan. C'est le cas
des plagquettes sanguines humaines pour lesquelles
l'absorbance diminue quand la concentration finale en
colorant dépasse 0,8 mg/ml (figure 16) (123). Cette baisse
de D.0O. traduit une action toxique du sel de tétrazolium aux

hautes concentrations (10).

Si la concentration optimale en MTT est
déterminée, alors 11 existe une relation proportionnelle

entre les nombres de cellules et les valeurs de D.0O. (88).
2) Le temps d'incubation des cellules avec le MTT

Pour Mosmann (72) et Denizot et Lang (27), le
signal d'absorbance augmente presque linéairement de 30
minutes & 2 heures et devient non linéaire de 2 a 4 heures
(figure 17). En revanche, Green et coll. (42) rapportent que
la production de formazan reste linéaire pendant les 4

heures d'incubation.

Les cinétiques de réduction du MIT diffeérent

donc entre les lignées cellulaires.
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Figure 16 : Effet de la concentration en‘MTT. Des plaquettes
sanguines sont mises en présence de différentes quantités de
MTT pour l'essal colorimétrique. Les points représehtent la
moyenne + l'écart-type de trois expériences. D'apreés Vanhée

et coll. (123).
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En général, le formazan est produit graduellement, puis les
courbes de DP.0O. atteignent un plateau qui correspond au

temps d'incubation optimal. Par exemple, celui-ci est de :

- 1 heure pour les cellules de rein de singe, Vero (44)

- 2 heures pour les polynucléaires neutrophiles (90)

3 a 4 heures pour des cellules T de lymphome murin

EL 4 (40}

5 heures pour des cellules leucémiques fraiches

{(119).

Le test d'exclusion du bleu Trypan montre que
la viabilité cellulaire diminue linéairement avec la durée
d'exposition au MTT (figure 18) (40). La relation non
lindaire entre le niveau de clivage du MTT et la longueur
d'incubation est liée & la mort progressive des cellules.lsi
le MTT est létal pour les cellules, alors l'allongement du
temps d'incubation ne peut pas optimiser les résultats (41).
Cependant, Sudo et coll. (115) prolongent sans probléme le
temps de contact de fibroblastes humains embryonnaires MRC-5
avec le MTT, jusqu'a 24 heures ! Cela 1leur permet
d'améliorer la sensibilité de 1'essai puisque 1les MRC-5

présentent une activité métaboligue trés faible.
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Figure 17 : Cinétiques de réduction du MTT par des cellules
tumorales EL-4. Différents nombres de cellules [12500 (®) et
25000 (A)] sont incubés avec le MTT dans une microplaque., Aux
temps indigqués, le milieu est enlevé et le formazan est dissous
dans de l1l'éthanol. La densité optique est lue a 560 nm avec une
longueur d'onde de référence de 690 nm . Chaque point est la

moyenne de 4 puits, D'aprés Denizot et Lang (27).
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Figure 18: Cinétique de survie de cellules spléniques stimulées,
pendant l'incubation avec du MTT (solution & 3 pM). Les
résultats sont exprimés en % de cellules viables déterminés par

le test d'exclusion du bleu Trypan. D'aprés Gerlier et Thomasset

(40} .
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Le fait que le temps de développement du
formazan dépende a la fols de la densité cellulaire, de
l'activité enzymatique des cellules et de la quantité de MTT
ajoutée, explique l'absence d'un temps d'incubation optimal

fixe pour la méthode au MTT.
3.2.4 Le solvant

Le formazan dérivant du MTT n'est pas soluble
dans l'eau. Afin de mettre en évidence sa coloration, il est
indispensable de le solubiliser avec un solvant organique,
aprés la phase d'iﬁcubation des cellules avec le MTT.
L'influence du solvant sur 1l'essal au MTT, est liée en
grande partie a la présence du milieu de culture (contenant
le sérum de veau et le rouge de phénol) dans les puits et a

sa composition chimique.
1) Le selwvant et le milieu de culture

a) Le sérum

En présence d'un mélange alcool-acide, 11 se
prodult une précipitation occasionnelle des protéines
sériques dans le milieu de culture (72, 100, 116). Ceci
provoque une dispersion importante de la lumiére qui
interfére avec les mesures d'absorbance du formazan (42, 44,

116, 122) et qui conduit a une D.0O. variable et élevée du
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bruit de fond (27, 118, 122). Ce phénoméne est d'autant plus
prononcé que le milieu renferme de hautes concentrations en
sérum (> 15 %) (42) et que le solvant est acidifié. BAux
valeurs de pH inférieures a 4, la plupart des protéines
portent une charge basigue ce quli accentue la possibilité de

précipitation (44).

Afin d'éviter ce probléme, Denizot et Lang

{(27) utilisent un milieu sans sérum pendant 1'incubation des
cellules avec le MTT. D'autres auteurs rejettent la totalité
du surnageant, ce qui a en plus l'avantage de concentrer le
solvant et d'accroitre la sensibilité de l'essai (40, 130).
Néanmoins, l'aspiration du milieu n'est pas considérée comme
une solution pratique, & cause des pertes imprévisibles en
formazan et en cellules (44), méme aprés une centrifugation
(118) . C'est pourquoi, certalns préférent laisser :

- soit une petite quantité de milieu (62, 118),

- soit la totalité du milieu en maintenant le pH du

solvant supérieur a 4 (44).

Dans ces deux cas, l'addition d'une solution de détergent
tel que le S5.D.S. ou le Triton X-100 atténue 1la
précipitation protéique (pour 1le 8.D.S.) selon Green et
coll. (42) et Tada et coll. (116) ou prévient ce phénoméne
(avec le Triton X-100) d'aprés Pauwels et coll. (83). Enfin,
Alley et coll. (3) suggerent de remplacer 1'isopropanol

acidifié par le DMSO qui, en présence d'un reste de milieu,
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est capable de solubiliser en méme temps le sérum et le

formazan.

b) Le rouge de phénol

Le pH du milieu de culture est contrdlé par
la présence d'un indicateur coloré qui est généralement du
rouge de phénol (1). Celui-ci interfére avec les lectures
d'absorbance du formazan a 570 nm (72). Nous avons vu que
Mosmann (72) contourne cette interférence grice a 1l'addition
d'HCl au solvant. Cependant, ce procédé présente plusieurs
inconvénients :

- il ajoute une étape supplémentaire,

- l'acidification modifie les propriétés spectrales du
formazan, avec une diminution de 1l'absorbance & 560 nm (3,
27) et une augmentation autour de 400 nm, longueur d'onde
d'absorption du MIT (3, 4, 27). Selon Hansen et coll. (44),

a8 pH inférieur & 4, le formazan est reconverti en MTT.

Afin de remédier au probléme du rouge de
phénol, nombreux sont ceux qui retirent le milieu avant
l'addition du solvant. Cependant, si le pH du solvant est
maintenu inférieur a 5,5, le rouge de phénol ne contribue
pas & la D.0O. totale (figure 19) (44). Il est donc possible
d'aprés Hansen et coll. (44) de garder la totalité du milieu

si on emploie un pH de 4,7 pour le solvant.
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Figure 19 : Influence du pH sur la solubilisation du

formazan. Des cellules Wehi (2 x 10%/puits) sont réparties
dans une microplagque et incubées une nuit & 37°C. Le
lendemain matin, 1les cultures recoilvent 25 unl de MTIT
{5mg/ml) et sont incubées pendant 2 heures. Le pH du solvant
DMF/S.D.S. varie de 2 a 10 (par addition de HC1 1M / NaOCH
1M} et les D.¢. sont lues a 570 nm. (A) agitation
immédiatement suivie des lectures des D.0. ; (B) incubation
d'une nuit & 37°C suivie des mesures des D.0. ; (C) milieu +
MTT + solvant avec lecture des D.0Q. aprés une nuit

d'incubation. D'aprés Hansen et coll. (44).
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c) Le volume du milieu résiduel

L'influence d'un volume résiduel de milieu
sur les valeurs de D.0. a été principalement étudiée en
présence de DMSO (88, 118) qui est le solvant le plus apte &
dissoudre les cristaux de formazan dans ces conditions (18,
118,L'absorption du formazan augmente fortement de 0 & 10 pl
de milieu par puits. De 10 & 40 nl/puits, elle diminue
progressivement pour s'élever & nouveau au-deld de 40 pl.
Selon Twentyman et Luscombe (118), la premiére augmentation
de D.O. est due a une modification-du spectre d'absorption
du formazan dans le DMSO. Le principal facteur responsable
est le contenu du milieu len bicarbonate de sodium.
L'élévation des D.0. observée aprés 40 pl est due & 1la

turbidité provoquée par la précipitation protéique.

L'addition d'un tampon glycine de pH 10,5 au
DMSO évite ces variations d'absorbance (88). De plus, elle
accroit de facon importante les valeurs des D.0O. par rapport

au DMSC pur.
2) La composition chimique du solvant

De par sa composition, le solvant
d'extraction du formazan influence le niveau des D.0O. ILa
capacité de solubilisation des cristaux wvarie suivant 1le

type cellulaire ce qui explique le grand nombre de solvants
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employés. Ainsi, pour les lignées cancéreuses H322 (cellules
pulmonaires) et P388 (cellules leucémiques), 1'isopropanocl
acidifié extrait insuffisamment le formazan généré alors gue
1'examen microscoplique des cellules révéle des quantités
importantes de cristaux (2, 3). En revanche, avec le DMSO,
la solubilisation est totale.

Avec les cellules MT-4 (lymphocytes T), 1l'isopropanol
acidifié est largement plus performant que le DMSO (83).
Hansen et coll. (44) ont testé trois solvants sur les
cellules MDBK. Le mélange S$.D.S./DMF conduit & des valeurs
de D.0O. supérieures a celles obtenues avec 1'isopropanol
acidifié et avec le $.D.S. acidifié. Avec ces deux derniers,

des cristaux de formazan sont encore présents.

L'abscrbance du bruit de fond varie considérablement en
fonction des solvants. Avec le DMSO/glycine, la D.0O., du
bruit de fond est plus faible gu'avec l'isopropancl acidifié

(122) .

La nature et la gqualité du solvant Jjouent
aussi un rdle sur la stabilité des D.0.. C'est le cas du
DMSO qui donne des D.0O. plus stables que 1l'isopropanocl (2,
3, 118). D'autre part, l'utilisation de DMSO de gqualités
spectrophotométriques fournit des niveaux constants
d'absorbance du bruit de fond pendant les 2 heures qui

suivent 1'addition du solvant (3). En revanche, du DMSO non
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spectrophotométrique ou pré-exposé & 1l'alr provogque une
élévation de la D.0O. du bruit de fond dans les 15 minutes

sulvantes.

3} L'agitation du solvant

L'agitation est indispensable pour qbtenir
une solubilisation compléte des cristaux de formazan et donc
des valeurs de D.0O. maximales. La technigue sur agitateur de
plaque est préférée au pipetage répété pour des raisons de
gain de temps et de commodité. Cependant, méme aprés
plusieurs heures, la solubilisation peut é&tre incompléte,
selon Carmichaél et coll. (18). En effet, 1l'obstacle majeur
est la difficulté a réaliser un mélange vigoureux a
1'intérieur de chaque puits de la microplaque. Or, une
acceélération mécanique de la dissolution, particuliérement
si les cellules sont trés agrégées, est un facteur décisif
méme pour des tampons d'extraction d'une haute efficacité
(76) . Iselt et coll. (50) ont proposé une bréve sonication,
afin de résoudre ce probléme., Malheureusement, cette
technique trés performante présente un risque pour la
sécurité des manipulateurs (107). I1 y a formation possible
d'un aéroscl contenant du MIT qui posséde un potentiel

carcinogéne.
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Avec le solvant DMF/S.D.S., Hansen et coll.
(44) ont montré que la différence est négligeable entre une

agitation et une incubation d'une nuit.
3.2.5 Facteurs externes

Noﬁs verrons dans le chapitre V que 1la
méthode au MTT est appliquée en particulier a l'étude de la
cytotoxicité de molécules. Ces molécules peuvent interférer
de trois facons

- soit les composés (3, 18) ou leurs métabolites (41)
ont un spectre d'absorption semblable & celui du formazan,

- soit les composés réduisent le MTT par une action
chimique directe (3, 97),

- solt les composés affectent le métabolisme
mitochondrial indépendamment de 1la croissance cellulaire
(79, 85).

Ces facteurs peuvent contribuer & surestimer ou sous-estimer

l'activité de ces molécules.

-Afin d'éviter des résultats erronés et
de déterminer la participation de la drogue dans la D.O.
finale, chague essaili doit comporter des témoins produits

sans cellule.
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Chapitre quatrieme
COMPARAISON DE LA METHODE
COLORIMETRIQUE AU MTT
AVEC D'AUTRES METHODES
DE MESURE DE LA

VIABILITE CELLULAIRE
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L'anélyse comparative de la méthode
colorimétrique au MTT avec des techniques mieux connues
(telles que 1l'exclusion du bleu Trypan, l'incorporation de
thymidine tritiée...) est indispensable pour s'assurer de
son utilité et de sa wvalidité. La comparaison avec des
méthodes plus récentes (telles que celles a la
sulforhodamine B, au XTT,..) permettra de saveir si 1'essai
au MTT est une technique déja dépassée. Nous termlnerons
cette étude par la méthode éolorimétrique au May-
Grinwald/Giemsa qui n'est pas une méthode de mesure de
viabilité proprement dite, mais qui est utilisée au

laboratoire de viroclogie.

Pour chagque type d'essail, nous distinguons
les études comparatives réalisées en immunologie, en
cancérologie et en virologie puisque c'est ce dernier
domaine d'application qui nous intéresse plus
particuliérement. Pour chacune des méthodes, nous faisons un
bref rappel du principe avant d'entrer dans la comparaison

proprement dite.
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4.1 Comparaison avec la méthode au bleu Trypan

4.1.1 Principe de la méthode au bleu Trypan

Le test d'exclusion du bleu Trypan (B.T.) est
basé sur la perte d'intégrité de la membrane cellulaire et
la pénétration postérieure du colorant dans la cellule (83).
Les cellules vivantes et en bon état sont imperméables au
B.T. (1) . Le pourcentage de cellules non color ées

représente donc le pourcentage de viabilité cellulaire.

L'essal consiste a mélanger 1la solution de
B.T. avec une suspension cellulaire. La numération des
cellules excluant le colorant s'effectue sur cellule de

Malassez, en utilisant un microscope.

4.,1.2 En immunclogie

Weichert et coll, (127) ont comparé les
méthodes au MTT et au B.T. pour des mesures de cytotoxicité:

ils ont obtenu des résultats semblables.

Les nombreux inconvénients du B.T.
proviennent du comptage microscopique des celllules viables,
qui est laborieux, long et subjectif (32). L'analyse en

paralléle de multiples cultures cellulaires est difficile a
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réaliser ©par une seule . personne, D'un autre cbté,
1'implication de plusieurs personnes peut donner lieu a des
résultats wvariés, a cause des décisions individuelles. De
plus, durant les procédés de coloration et de dénombrement,
il devient ©pratiquement impossible de maintenlr des
conditions identiques pour chagque culture, si le nombre de

groupes expérimentaux est élevé.

Les avantages de l'essal au MTT sont

la rapidité avec laquelle les échantillons sont

traités,

le grand nombre de plagues qui peut étre testé,

- les manipulations simples,

la méthode facile de mesure gridce au lecteur ELISA.

4.,1.3 En cancérologie

I1 existe une bonne corrélatioh entre les
deux méthodes, lors des épreuves de criblage (87, 95). Le
test au B.T. se caractérise par sa capacité a détecter la
cytotoxicité au sein d'une culture hétérogéne (c'est-a-dire
constituée de cellules normales et de cellules cancéreuses)
{(58). Comme 1l'essal au MTT ne distingue pas les cellules

tumorales des cellules saines dans un méme échantillon, i1l

doit étre employé avec des spécimens de sang ou de biopsies
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qul apportent une fraction importante de c¢ellules malignes
{(plus de 80 %).

Cependant, la méthode d'exciusion du B.T. est limitée par le
dénombrement laborieux, long et sujet & erreur, des
nombreuses lames d'échantillons de cellules tumorales (58,
66, 87). Elle exige plusieurs heures de travail alors que
l'essal au MTT prend seulement 15 minutes de manipulation

(87).
4.1.4 En viroloegie

Les deux méthodes donnent des résultats

comparables lors des mesures d'activités anti-V.I.H. ({83).

Mais, la coloration au B.T. présente quelques
inconvénients pratiques (83)
- le mélange d'une suspension cellulaire avec le
colorant,
~ la préparation et la désinfection de 1'hématimétre et
de 1la lamelle, qui sont en verre et qui représentent
donc un risque de coupure,
- le comptage laborieux sous un microscope qui doit
étre installé & l'extérieur de 1'unité de sécurité.
C'est pourquoi, les données pour chagque concentration en

>

composé sont le plus souvent obtenues & partir d'un seul
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puits. Ceci entraine une yariation assez grande dans les
résultats.

Comme le procédé au B.T. est plutdét "encombrant” quand on
étudie de nombreuses molécules, l'essai au MTT réalisé en
microplaque est beaucoup plus pratique. Ce dernier a en plus
i'avantage d'évaluer simultanément la cytotoxicité de la

drogue et son activité antivirale (63, 83).

4.,1.5 Conclusion

Compte tenu du temps nécessaire pour la
méthode au B.T., cette technique est surtout utile pour
tester l'activité d'un petit nombre de molécules ou pour
confirmer une activité apparue lors du criblage (63).

Bien que 1les deux essals conduisent & des
résultats quasiment identiques, celui au MTT se montre
supérieur au B.T. par sa simplicité, sa rapidité et =sa

reproductibilité.

4.2 Comparaison avec le comptage de colonies

4.2.1 Principe du comptage de colonies

L'épreuve de formation de colonies est basée

sur la capacité de diverses cellules-méres & se diviser et a

former des colcnies de cellules-filles (59).




120

Les cellules sont comptées et mises en boite
de Petri, dans du milieu de culture approprié. Pour les
cellules non adhérentes, on ajoute de la gélose. Aprés une
incubation de plusieurs Jjours, 1les colonies sont fixées,
colorées et dénombrées en utilisant un microscope (19). On

ne compte que les colonies de 50 cellules ou plus.
4.2.2 En immunolocgie

Kotnik et Fleischmaﬁn (59) ont comparé la
méthode au MTIT en microplaque au comptage de colonies sur
gélose molle, pour déterminer 1l'activité de facteurs de
crolssance hématopoiétigques. Malgré des résultats
similaires, l'essali au MTT ne différencie pas les types
cellulaires (macrophages, granulocytes) puisqu’'il n'examine
pas les cellules au microscope. Il a cependant un certain
nombre d'avantages sur l'épreuve de formation de colonies
(59) :

~ 11 utilise de plus petites quantités de réactifs a
tester, qui sont souvent difficiles & obtenir : 0,1 ml au
lieu des 2,5 ml nécessités par la taillle des boites de
Petri,

- il est plus rapide : 3 Jjours contre 7 & 14 ijours
d'incubation, indispensables ©pour le développement des

colonies,
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- 1'évaluation des résultats prend trés peu de temps :
quelgues minutes et non plusieurs heures. En effet, le
comptage des colonies repose sur l'examen microscoplque des
boites de culture, pour identifier les <colonies et les
compter. Cette étape est longue, laborieuse et guelque peu
subjective,

- 11 est capable d'aﬁalyser de nombreux échantilleons

dans une méme expérience.
4.2.3 En cancérologie

Dans 1les tests de chimiocsensibilité et de
radiosensibilité, 1l existe une bonne corrélation entre les
résultats des deux techniques (18, 19, 29). Dans le premier
cas, l'essal au MTT est moins sensible que le comptage des
colonies, mais il est plus quantitatif (18) . Considérée
comme la méthode de choix dans le deuxiéme cas, l'épreuve de
formation de colonies est 1limitée par la durée de
développement des colonles et par l'incapacité de certaines
cellules & former des colonies (89).,

Pour Iselt et coll. (50), cette technique ne
convient pas pour la recherche anti-cancéreuse parce gue, a
la différence de celle au MIT, elle est trop longue,

LY

fastidieuse et impossible & automatiser.
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4.2.4 Conclusion

La méthode colorimétriqgue au MTT est
supérieure a l'essal de comptage des colonies, pour les

ralsons suivantes

- utilisation d'un faible nombre de cellules (105),

facilité pour quantifier les cellules en suspension

de méme gu'en monocouche (89),

lecture rapide et automatisée,

évaluation objective,

haute reproductibilité,

falble cofit.

4.3 Comparaison avec les méthodes radioactives
4.3.1 Principe des méthodes radioactives . ;

Les essails radioactifs sont basés :
- soit sur la capacité des cellules & incorporer un
substrat radicactif (thymidine tritiée, uridine
tritiée...),
- soit sur leur capacité a libérer un marqueur radio-
actif (chrome 51, thymidine tritiée...} (40).
Le test d'incorporation de la thymidine tritiée (nucléotide
radioactif le plus utilisé) dans 1"ADN (acide

desoxyribonucléique) cellulaire évalue le nombre de cellules
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synthétisant de 1'ADN (72) : il mesure donc la prolifération
cellulaire,
Le degré de mort cellulaire est estimé par le relargage du

chrome 51 (49) qui mesure par conséquent la cytotoxicité.

La technique consiste & incuber les cellules
avec l'isotope radiomarqué pendant :
- 4 heures pour la thymidine tritiée, parfols 18 heures
ou plus (6, 64, 127),.

- 3 heures avec l'uridine tritiée (34},

- 1 & 2 heures avec le chrome 51 (45).
Dans le cas d'un test de prolifération, les cellules sont

récoltées 4 1l1l'aide d'un collecteur de cellules sur un

filtre. La captation du radioisotope est évaluée avec un
compteur a scintillation liguide (33).

Dans le cas d'un test de cytotoxicité, le milieu des puits
est récolté et la radiocactivité est mesurée sur un compteur

gamma (45).

4.3.2 En immunclogie

* Thymidine tritiée

Bien gque 1l'essai colorimétrique au MTT mesure

le métabolisme énergétique des cellules vivantes plutdt que
la division cellulaire, les deux techniques donnent des

résultats semblables dans les schémas de prolifération (33,
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49, 64, 72, 13, 1le6, 127). Avec 1les cellules a falble
activité métabolique, 1l'essai au MTT n'est pas assez
sensible pour se substituer a celui de la thymidine tritiée

(130) .

* Chrome 51

La corrélation entre les deux méthodes est
bonne lors des tests de c¢ytotoxicité cellulaire (49),
Cependant, l'essal de relargage du radioisotope peut sous-
estimer la lyse cellulaire & cause de la rétention
intracellulaire du marqueﬁr aprés phagocytose par des
monocytes (122). Dans les études & long terme, la libération
spontanée de 1l'isotope par les cellules c¢ibles excéde
parfois 30% (42).' Ceci diminue de facon importante la
validité et la sensibilité de ce test.
Le chrome 51 est un isotope radiocactif cofteux, de durée.de
vie breve obligeant & une utilisation rapide et dont la

manipulation nécessite une attention particuliére (71).
4.3.3 En cancérologie

* Thymidine tritiée
Les deux méthodes possedent une
reproductibilité et une sensibilité excellentes dans les
études de criblage (6). Malgré des valeurs de cytotoxicité

différentes, elles classent les mémes molécules en drogues
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actives ou inactives. Elles sont également capables de
détecter de faibles niveaux de résistance cellulaire.

Néanmoins, 1l'essai & la thymidine tritiée quantifie 1la
réplication de 1'ADN, sur un intervalle de temps déterminég,

plutdt que le nombre de cellules en lui-méme (41).

* Uridine tritiée
Selon Ford et coll. (34), l'essal au MTT peut
remplacer celui a 1'uridine tritiée pour évaluer la
chimiosensibilité in vitro de cellules tumorales, avec des

avantages en terme de sécurité, de simplicité et de cofit.

* Chrome 51

La méthode au MTT est plus sensible que celle
au chrome 51 pour détecter 1la 1lyse de cellules cibles
adhérentes, dans l'évaluation de la cytotoxicité de cellules
effectrices wvis-a-vis de cellules cibles tumorales (45).
Ceci refleéete le fait que les deux tests reposent sur des
principes différents. Le premier dépend de la capacité des
cellules viables a rester attachées & la surface plastique
et a réduire le MTT, tandis que le second traduit une perte
de 1l'intégrité de la membrane cellulaire et une fuite du
contenu cellulaire dans le milieu. Dans cette étude, l'essai
au MTT est réalisé sur des monocouches de cellules
tumorales. I1 fournit wune mesure plus réaliste des

interactions avec les cellules effectrices que le test au
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chrome 51, effectué sur cellules trypsinées. Si cette étude
impligque des cellules non adhérentes, alors la méthode au

MTT ne convient pas.

* Les méthodologles radicactives ne sont pas
adaptées aux vastes programmes de criblage parce gu'elles

sont longues, laborieuses et onéreuses.

4.3.4 En virologie

Cn peut mesurer 1la viabilité de cellules
infectées par un virus, en évaluant la capacité de celles-ci
a incorporer la thymidine tritiée.

Schwartz et coll. (100) ont trouvé que l'essai au MTT donne
les mémes réponses gque 1l'essai & la thymidine tritiée.
Toutefois, la captatiqn du nucléotide radiomarqué exige un
investissement substantiel en temps et en ressources, si
1l'on souhaite cribler un grand nombre de composés

potentiellement antiviraux (12, 63).
4.3.5 Conclusion
L'essai colorimétrique au MTT a des avantages

communs avec les méthodes radicactives :

- une quantification précise (72),
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- une sensibilité et une reproductibilité
satisfaisantes (33, 64),
~ une compatibilité avec les programmes d'analyse sur

ordinateur (72).

I1 présente des avantages propres qui le
rendent supérieur aux techniques des isotopes radicactifs,

en étant :

~ plus stUr : il évite les pﬁoblémes de sécurité et
d'élimination des déchets, liés & 1l'utilisation des
radioisotopes {94) . De ce fait, on supprime aussi
l'exposition du manipulateur au liguide de scintillation

trés cancérigeéne (130),

- moins coQteux sur 1le plan des réactifs et de
l'équipement (6, 94) : le test au MTT requiert seulement un
investissement modeste, dans un spectrophotométre pour

microplagues (42},

- ©plus rapide : 1les lecteurs ELISA permettent de
traiter un grand nombre d'échantillons, le temps de lecture

étant de 1 minute 30 environ pour 96 puits (72),
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- plus facile : les multiples lavages et les transferts
de cellules et de surnageants des plaques aux tubes (pour

mesurer la radicactivité} sont éliminés (45).

4.4 Comparaison avec la méthode au rouge neutre

4.4.1 Principe de la méthode au rouge neutre

Le rouge neutre (R.N.) fait partie de ce que
1'on appelle les colorants vitaux qui se fixent électivement
sur certains constituants sans tuer les cellules. Le R.N.
est stocké dans les lysosomes des cellules wvivantes (134).
L'essal au R.N. est donc basé sur la concentration active du

colorant par les cellules viables.

Les cellules  sont mises a incuber avec le
R.N. pendant 30 minutes (68), 1 heure 30 (65) ou 3 heures
(16) . Puis, on enléve le colorant non incorporé, on lave et
on fixe 1les cellules avec une solution adéquate. Cette
solution est éliminée et le colorant est extrait par un
solvant (par exemple un mélange d'éthanol et d'acide
acétique). Aprés un délai de quelgques minutes, suivi d'une
agitation, la couleur développée est quantifiée sur un
spectrophotométre ou un lecteur de plagque, a 540 nm. Le
nombre de cellules viables est proportionnel a la D.O.

obtenue.
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4.4.2 En immunologie

Hansen et coll, {44) ont appliqué 1la
technique au MTT & des cultures cellulaires a long terme
{(sans changer le milieu) et 1l'ont comparée & la méthode au
R.N. Les deux méthodes donnent des résultats comparables
pendant les 4 premiers jours de culture (avec cependant des
valeurs de D.0. plus élevées dans le cas du R.N.). A partir
du 5éme Jour, les courbes de D.0O. diminuent rapidement,
atteignant un minimum le 7éme Jjour, quelle que soit 1la
technique utilisée. Avec le R.N., cette chute de D.0O. n'est
pas enrayée par un renouvellement du milieu lors du 3éme
jour, comme on l'observe pour le MTT. Hansen et coll. (44),
expliquent cette différence par le fait que la méthode au
R.N. implique 1la 1liaison non spécifique du colorant aux
protéines cellulaires alors que 1la méthode au MTT est

spécifiquement enzymatique.

4.4.3 En toxicologie

Dans des études de cytotoxicité, les deux
essais sont capables de mesurer les effets cytostatiques et
cytocides de divers médicaments et fournissent des résultats
similaires pour la plupart des molécules (16). Il existe

cependant gquelques différences de sensibilité et les valeurs
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de D.0. obtenues avec le R.N. sont le double de celles du
MTT.

Selon Borenfreund et coll. (16), la plus faible sensibilité
de l'essal au MTT peut é&tre diue & la mauvaise solubilisation
du formazan et au fait que la quantité de MTT réduite est

inférieure 3 la quantité de R.N, captée par les cellules.

D'aprés Duffy et coll. (28), 1l'essai au MTT
ne convient pas pour évaluer le phénoméne de phototoxicité.
Les résultats publiés pour diversés phototoxines sont en
désaccord avec les expériences cliniques. En revanche, la
méthode au R.N. représente une meilleure méthode pour
mesurer la phototoxicité de certains médicaments (61). En
effet, les membranes lysosomiales sont le site d'action de
nombreux composés phototoxiques et nous avons vu que l'essail
au R.N, est basé sur la captation active du colorant dgns

les lysosomes.
4.4.4 En virologie

La technique au R.N. fondée sur la différence
de quantité de colorant captée par des cellules infectées
par un virus et des cellules non infectées a été proposée
comme test de criblage de composés anti-Herpeés (68). Mais a

cause de la faible sensibilité et de la mauvaise
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reproductibilité des résultats, elle a été trés peu reprise,

contrairement a l'essai au MTT (127).

La méthode au R.N, est traditionnellement
utilisée pour le comptage des plages virales en bolite de
Petri, afin d'amplifier 1l'apparition des plages de lyse
(26) . Cependant, elle présenter plusieurs inconvénients.
D'une part, le R.N. s'incorpore mal dans la gélose (26) et
d'autre part, 11 n'augmente pas assez le contraste de
coloration entre les plages de lyse et les cellules (26,
104). En effet, le R.N. est déja coloré au départ et 11 ne
se prodult pas de changement de couleur comme dans la
méthode au MTT. Ceci conduit & un comptage pénible et
imprécis.

Le MTT accentue éncormément la différence entre les plages de
lyse (Jjaunes) et le fond des cellules (viclet foncé), .Si
bien que les plages sont facilement dénombrées, méme &

1'oeil nu (104).
4.4.5 Conclusion

Pour certains auteurs, 1l'essai au MTT donne
de moins bons résultats que celui au R.N. Il requiert des
concentrations cellulaires plus élevées, en particulier avec

les cellules a faible activité mitochondriale (65:).
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Cependant, les deux colorants présentent la
méme cytotoxicité lors d'incubation prolongée avec les
cellules (51}). De part la transformation du MTT en formazan,
l'essai au MTT ne nécessite pas d'étapes de lavage
supplémentaires comme celles requises pour le R.N. Il est

donc plus facile & utiliser avec des cellules non adhérentes

(65) .

4.5 Comparaison avec la méthode a la

sulforhodamine B

En 1990, le National Cancer Institute
(N.C.I.) a décrit l'utilisation de la sulforhodamine B, dans

des tests de chimiosensibilité (106).
4,5.1 Principe de la méthode & la sulforhodamine B

La sulforhodamine B (SRB) est un colorant dit
protéique, de couleur rose vif (106). Sous des conditions
faiblement acides, la SRB se lie aux résidus amino-acides
des protéines cellulaires et fournit un indice sensible du
contenu en‘protéines cellulaires. L'essai & la SREB évalue
donc directement 1la synthése protéigque gqui est un des
parametres les plus importants de la multiplication

celiulaire (60).
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Aprés avolr fixé les cellules par de l'acide
trichloracétique, on ajoute la solution de colorant et on
attend 10 minutes (60) a 30 minutes (106). On retire ensuite
la SRB non liée, on lave plusieurs foils, on laisse sécher et
on extrait le colorant par un solvant. Les D.0. sont
déterminées sur un lecteur de microplague, & 515 ou 564 nm.

Elles sont proportionnelles aux nombres de cellules.

4.5.2 En immunologie

Les méthodes au MTT et & la SRB donnent des
résultats semblables dans des essals de cytotoxicité
cellulaire (38). Celle au MTT est plus reproductible car

elle ne comporte pas d'étape de lavage.

5.5.3 En cancérologie

Les comparaisons des deux tests, lors de
criblages de molécules & visée anti-cancéreuse, ont toutes
conclu & une bonne corrélation des résultats entre le MTT

et la SRB (56, 85, 97).

Cependant, l'essai au MTT présente plusieurs

inconvénients par rapport a l'essai & la SRB
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* Au niveau de la sensibilité et de la
reproductibilité :
Selon Keepers et c¢oll. (56), 1l1'étude des cinétiques de
croissance cellulaire montre que la méthode a la SRB est
plus sensible et plus reproductible que celle au MTT. Elle
offre une meilleure relation de linéarité entre les D.0O. et
les nombres de cellules, alnsi qu'une plus faible wvariation
entre les 1lignées cellulaires. En effet, son pouvoir de

coloration ne dépend pas du type de cellules.

* Au niveau du mode opératoire
Le test au tétrazolium implique l'incubation des cellules
avec le colorant pendant une durée déterminée. Selon
Rubinstein et coll. {(97), gqguand on manipule plusieurs
centaines de microplaques par Jjour, il devient difficile de
rester dans les temps pour l'étape d'incubation et pour la
lecture des D.0O. Dans le test a la SRB, les cellules sont
fixées chimiquement & la fin du criblage, ce qui permet de
colorer simultanément de nombreux lots de plagues sans étre
limité par le temps. De plus, a la différence du MTT, la
coloration & la SRB est stable et les microplaques peuvent
étre stockées pendant plusieurs semaines voilre plusieurs
mois (56). L'essai peut étre également interrompu a

différentes étapes du protocole.
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Cependant, l'argument selon lequel la méthode
a la SRB est plus simple et plus rapide que celle au MTT
n'est pas valable. Il suffit d'examiner le mode opératoire

proposé par Rubinstein et coll. (97) pour s'en rendre compte:

- fixer les cellules et attendre 1 & 2 heures,
- enlever les surnageants,

- laver 5 fois et laisser sécher les plaques,
- ajouter la SRB : 10 a 20 minutes de contact,
- retirer les surnageants,

- laver 5 fois et laisser sécher,

- solubiliser le colorant 1ié aux protéines,

= lire les D.O.

Apres l'incubation, il faut laver les puits afin d'dter tout
le colorant non incorporé, Jusqu'a ce que la solution
ajoutée devienne claire (60). Les plaques sont considérées
comme séches quand on ne déceéle aucune trace d'humidité dans
les puits (106). Méme si on ne laisse pas sécher les plagues
toute une nuit comme le font Kubota et coll. (60), toutes
ces étapes supplémentaires (fixation, lavages, séchages)
prennent du temps et compliquent le protocele. Sur ce plan,
l'essai au MTT est nettement plus séduisant : 11 se déroule

en 5 phases et ne comporte pas d'étape de lavage.
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* Au niveau de la réduction du MTT
- Le MTT dépend de l'activité succinate deshydrogénase.
Bien que ceci représente uné des fonctions métaboliques les
plus importantes des cellules, la perte de cette activité ne
correspond pas obligatoirement a une mort cellulaire (60).
En revanche, la éynthése protéique évaluée par 1la SRB

constitue un marqueur direct de la viabilité cellulaire.

- La réaction de métabolisation du MTT est sensible aux
concentrations en glucose, en NADH et NADPH et aux
variations de pH (124, 125) alors que le test é la SRB n'est
influencé par aucune considération métabolique (106).

- Lorsque le MIT est appliqué a des essais de criblage,
les molécules évaluées peuvent interférer avec les lectures
de D.0. (chapitre III, paragraphe 3.2.5). Ceci donne lieu a
des valeurs de D.0O. faussement é&levées (97) obligeant a
prévolr des témoins appropriés (85). Ce phénoméne ne peut

pas se produire avec la méthode & la SRB.
4.5.4 Conclusion

Selon Keepers et coll. (56}, la SRB colore
méme les cellules récemment lysées. Cet essal pourrait donc
conduire a de faux positifs. En revanche, puisque le MTT est

réduit uniquement par les cellules métaboliquement actives




137

(72), les cellules mortes n'interférent pas avec les niveaux

d'absorbance du formazan.

4.6 Comparaison avec un autre sel de tétrazolium :

le XTT

Le sel de tétrazolium XTT (hydroxyde de
2,3-bis {(2-méthoxy-4-nitro~5-sulfophényl)-5-[ (phénylamino)
carbonyl]-2H-tétrazolium) a été synthétisé par Paull et

coll., (82) en 1988, dans le but de remplacer le MTT,.

4.6.1 Principe de la méthode colorimétrigue au XTT

Le principe de 1la meéthode au XTT est
identique a celui du MTT. Il repose sur l'activité
mitochondriale des cellules vivantes (134) qui réduisent le
XTT incolore en un formazan rouge orangé, Le formazan est
hydrosoluble : il est donc directement quantifié sur wun

spectrophotométre (133).

Les cellules cutivées dans des micropladques &
96 puits sont incubées pendant 4 a 8 heures avec la solution
de XTT additionnée d'un transporteur d'électrons (94). Les

D.0. son déterminées sur un lecteur de microplagque ELISA a
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une longueur d'onde test de 450 nm et une longueur d'onde de
référence de 650 nm. Il existe plusieurs agents couplant les
électrons : le PMS, la ménadione (vitamine K3) et le
coenzyme Q, dont les rbles ont été décrlts dans le

paragraphe 1.2.1 du chapitre I. Le plus utilisé est le PMS.

La caractéristique du XTT qui le distingue du
MTT est sa réduction en un formazan hautement soluble dans

l'eau, supprimant ainsi 1'étape de solubilisation.

4.6.2 En immunologie

L'essai au MTT évalue la c¢ytotoxicité de
cellules activées vis-a-vis de lignées cancéreuses, de la
méme maniere que celui au XTT (54). Roehm et coll. (94) ont
testé le XTT et le MIT dans des essais de prolifération :
les D.O. obtenues avec le XTT sont plus élevées qu'avec le
MTT. Ils ont comparé les cinétiques de bio-réduction du
XTT/PMS avec <celles du MIT. La réduction du MTT est
extrémement rapide : 90 % en 2 heures, 100 % au bout de 3
heures., Les cellules continuent de métaboliser le XTT/PMS
pendant plus de 8 heures., Il faut au moins 4 heures pour
atteindre des wvaleurs de D.0O. comparables & celles du MTT,

et des temps plus longs pour des valeurs supérileures.
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4,.6.3 En cancérologie

Les deux sels de tétrazolium aboutissent a
des résultats similaires dans les études  de
chimiosensibilité {101).

L'essali au XTT comporte plusieurs avantages par rapport &
celui au MTT (101). L'assoclation XTT/PMS permet de
travailler sur des cellules difficilement adaptables au MTT
a cause des D.0O. trop faibles. Le PMS augmente la réduction
du XTT conduisant & des lectures d'absorbance égales ou méme
supérieures & celles obtenues avec le MTT. Le XTT est dénué
de toxicité puisque des cellules tumorales continuent & le
métaboliser pendant 96 heures.

Cependant, l'addition indispensable d'un réactif de
transfert d'électrons complique "l1l'environnement cellulaire®
(101). Il s'ensuit un risque de variabilité plus grande et
un mangque de reproductibilité, Le PMS entraine parfois
l'apparition d'un dépdt de formazan dans les puilts, surtout
a pH alcalin (125). Ce ©phénoméne de <cristallisation
interfére avec les mesures d'absorbance et compromet la
validité des résultats. Il nécessite alors un contrdle
microscopique de chaque puits (101). Enfin, on observe une

augmentation de l'absorbance du bruit de fond.
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4.6.4 En parasitologie

Comley et  Turner (25) ont comparé les
méthodes au XTT et au MTT dans un test de viabilité sur des
Filaires. Les résultats sont proches, les sensibilités
comparables, mals la reproductibilité est moilns bonne pour
le MTT. Le formazan hydrosoluble du XTT diffuse facilement &
l'extérieur des vers, permettant de lire directement
l'absorbance dans le milieu de culture. Les parasites
tolerent des incubations répétées de 4 heures par Jour,
pendant 5 Jjours consécutifs. Cet essai semi-continu prouve
la faible toxicité du formazan du XTT. Il constitue une
application spécifique du XTT pour laguelle 1le MTT ne
convient pas. En effet, l'essai au MTT implique
obligatoirement le dépdt du formazan insoluble dans les
tissus du ver. La mort des Filaires est alors inéluctable.
Toutefois, le XTT seul est faiblement réduit par les
Filaires. La supplémentation en PMS améliore les valeurs de
D.0., mais de fortes quantités ont un effet préjudiciable
sur la motilité des wvers (25). Le MTT est plus efficacement
métabolisé : 30 minutes d'incubation suffisent alors que 4
heures sont nécessaires avec le XTT.

La solubilisation du formazan du MIT par le DMSO est
laborieuse lorsqu'il faut traiter de nombreux vers. Elle est
de surcreit dangereuse puisque c¢e solvant contient des

substances potentiellement toxiques. Cependant, les étapes
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d'aspiration/solubilisation atténuent le bruilt de fond qui

est donc plus bas qu'avec l'essai au XTT/PMS.

4,.6.5 En microbiclogie

L'essal au XTT est actuellement utilisé pour
le criblage de molécules anti-V.I.H. (55) par le N.C.I. en
particulier (43). Bien que la méthode au MTT soit rapide,
celle au XTT offre des avantages concernant la sécurité des
équipes de recherche. En effet, les étapes supplémentaires
de centrifugation, de pipetage ou d'aspiration du test au
MTT potentialisent le risque de contact des manipulateurs
avec les wvirus (43, 129). Cependant, l'ajout d'isopropanol

permet d'inactiver le V.I.H. éventuellement présent (63).

Ce nouveau sel de tétrazolium a eté appliquée
a la quantification de l'activité bactéricide de
neutrophiles, en comparaison avec le MTT (113). Bien que les
valeurs de D.0O. solent inférieures dans le cas du XTT, les
pourcentages de bactéries vivantes mesurés par les deux
essais ne sont pas significativement différents., Comme
Stevens et coll. (113) ont choisi un temps d'incubation
identique entre les deux techniques et que le formazan du
XTT est hydrosoluble, l'essal au XTT est plus rapide que
celui au MTT. De plus, les étapes de centrifugation des

plagques et de soustraction des surnageants dans le test au




142

MTT augmentent 1le risque d'exposition du personnel aux
aérosols bactériens formés. La méthode au XTT offre donc
plus de sécurité que celle au MTT dans le cas de germes trés
pathogénes.
Elle présente cependant trois limites
- les bactéries ne convertissent le XTT en formazan
qu'en présence d'un transporteur d'électrons,
- les espeéces bactériennes étudiées par Stevens et
coll. (113) réagissent plus lentement avec le XTT/
Coenzyme Q gu'avec le MTT,
- les valeurs de D.0O. obtenues avec le XTT sont

inférieures a celles du MTT.

4.6.6 Conclusion

L'intérét de 1l'essal au XTT réside dans
(101):
- la réduction du mode opératoire : trois étapes au
lieu de cing,
- la suppression de l'étape de solubilisation : dans le
cas du DMSO, on élimine le risque d'exposition du personnel
a de grandes quantités de ce solvant, ainsi que ses effets

délétéres sur les appareils de laboratoire.
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La technique au XTT présente un certain nombre

.

d'inconvénients (94) ;

- la plupart des cellules ne réduisent pas efficacement
le XTT, en l'absence d'un transporteur d'électrons,

- la couleur orange du formazan contraste avec le bleu-
violet du formazan du MTT,

- le développement de la couleur est beaucoup plus lent
qu'avec le MTT,

- les réactifs (XTT et ménadione) doivent étre préparés
quotidiennement,

- la difficulté de tester des molécules colorées
implique la préparation de blancs contenant les molécules
(cecl est vrai pour tout essai colorimétrique) (43),

- le XTT n'est pas suffisamment métabolisé par
certaines cellules, ce qui rend l'essai au XTT inutilisable

dans ces cas (54).

Par conséqueﬁt, méme si l'essal au XTT offre 1'avantage
d'éliminer 1la solubilisation des cristaux de formazan, il
est faux de dire gu'"il réduit a la fois le temps de travail
et la durée de l'essai"™ (94), exception faite des cas ol on
laisse agir du S$.D.S. pendant une nuit pour solubiliser le

formazan du MTT.
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4.7 Comparaison avec la méthode au

May-Griinwald/Giemsa

4.7.1 Principe de la méthode de coloration au May

Grinwald/Giemsa {(M.G.G.)

Le M.G.G. est une technique c¢lassiquement
utilisée pour colorer les cellules sur lames et lamelles
(84). Il permet de mettre en évidence la morphologie
cellulaire.

La coloration se décompose en deux étapes. Les cellules sont
d'abord fixées et colorées par la solution au May-Griinwald,
avec laquelle elles restent en contact 3 minutes. Puils, une
seconde coloration d'environ 1 heure est effectuée avec le
Giemsa dilué au 1/20éme. Les cellules observées au
microscope ont leur noyau coloré en violet et leur

cytoplasme en rose.
4.7.2 En virologie

Dans les tests en microplaques, la coloration
au M.G.G. est essentiellement rencontrée en virclogie ou
elle tire son intérét du fait qu’elle met en évidence :

- solit la fusion cellulaire viro-induite : certains
virus ont 1la capacité de former des cellules géantes

multinucléées appelées syncytia (75),
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- soit 1la présence d'inclusions dans les cellules
infectées par certains virus (84).
Dans le premier cas, les syncytia sont nettement visualisés

au microscope inversé et peuvent é&tre dénombrés.

Différents auteurs s'accordent pour dire que
cette méthode présentent de nombreux inconvénients (11, 20,

63, 116)

- elle dépend des facteurs 1liés aux cellules comme aux
virus et difficilement malitrisables, par exemple la fusion
spontanée des cellules {11}, ce qui altére la
reproductibilité (63),

~ le critére de la fusion des cellules sur lequel
repose cet essai, n'’est pas entiérement spécifique de 1la
production de virus infectieux. Ainsi, la transfection dans
des cellules T, d'un plasmide exprimant 1la protéine
d'enveloppe du virus V.I.H.-1, induit des syncytia sans
produire du virus infectieux (111},

- le mode de lecture fastidieux est un facteur d'erreur
important par sa durée et sa difficulté d'appréciation (11,
20),

- au niveau du protocole, les étapes de lavage des
cellules cultivées allongent le mode opératoire (116),

- la technique est difficile a automatiser (63).
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En revanche, la méthode au MTT posséde

plusieurs avantages sur le M.G.G,

- la lecture est rapide et facile puisqu'elle est
effectuée automatiquement sur un lecteur pour microplagque
(116),

- la wvariation moyenne entre les différents réplicats
n'exceéde pas 5 % (63). Cecl permet de diminuer le nombre de
mesures réalisées par microplaque (11),

- il n'est pas nécessaire de laver les cellules (116),

- la technique est plus souple, moins lourde et peut
étre automatisée,

- elle peut é&tre adaptée en routine pour de grandes

séries de produits (63).

En conclusion, l'essai colorimétrique au MTT

est largement préférable & celui au M.G.G.
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Chapitre cinquiéme :
APPLICATIONS DE LA
METHODE COLORIMETRIQUE -

AU MTT
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Nous avons tenté de répertorier toutes les
utilisations de 1l'essal au MTT, en tant gque méthode de
mesure de la viabilité cellulaire, en immunologie,
cancérologie, virologie et bactérioclogie. L'étendue de ces
applications étant trés vaste, la liste n'est pas
exhaustive,

Il nous a semblé intéressant de parler également de quelques
applications particuliéres, a lfintérieur de chaque
discipline. Ces systemes d'essais sont particuliers soit
parce qgqu'ils introduisent des modifications dans le mode
opératoire établi, scit parce qu'ils combinent la méthode au
MTT avec d'autres techniques.

Enfin, sous le terme "applications diverses™, nous avons
regroupé les publications ayant trait & d'autres domaines

scientifiques.

5.1 En immunologie

5.1.1 Détermination du titre d'échantillons de facteurs

de croissance

Des échantillons de titre inconnu en facteur
de crolissance et des échantillons-étalons sont dilués en
série et ajoutés a des cellules. La crolssance des cellules
est proportionneile a4 la concentration en facteur de

croissance. L'essal colorimétrique au MIT quantifie 1la
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prolifération cellulaire. L'absorbance lue est directement
reliée & la concentration en facteur de croissance. Le titre
des échantillons est déterminé par rapport & la courbe

obtenue avec les échantilleons-étalons.

Exemples

- facteurs de croissance des cellules T tels que
1'interleukine 2 (IL-2) (73, 116), 1'IL-4 (73),

- facteurs de croissance hématopoiétiques de cellules
de moelle osseuse (59) tels que le GM-CSF
{(granulocyte/macrophage colony stimulating factor),
le M-CSF-1 naturel murin (macrophage colony

stimulating factor).

5.1.2 Détermination du titre d'échantillons de

lymphotoxines ({42)

Les lymphotoxines possédent des activités
lytiques et/ou inhibitrices sur la croissance des cellules.
Des dilutions successives d'échantillons & titrer sont mises
en présence de cellules. L'effet cytotoxique se traduit pas
une chute des D.0O. inversement proportionnelle & 1la
concentration en lymphokines c¢ytotoxigues. Le titre en
lymphotoxine correspond a l'inverse de la dilution
entrainant une réduction de 50 % du nombre de cellules

cibles.
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5.1.3 Détection d'anticorps monoclonaux inhibant

la prolifération cellulaire in vitro (121)

La diminution de 1la quantité de formazan
produite par les cellules cibles par rapport aux cellules
témoins correspond & 1l'effet inhibiteur des anticorps

menoclonaux.
5.1.4 Mesure de l'activité cytotoxique de cellules

L'activité cytotoxique de cellules
effectrices est évaluée en mesurant la viabilité des
cellules cibles tumorales résiduelles, aprés exposition aux
cellules effectrices. Elle est exprimée en pourcentage de

cytotoxicité par rapport a un témoin de cellules cibles.

Exemples
- macrophages actlvés de souris (33),
- monocytes et macrophages humains, activés par

l1'interféron-gamma (IFN- y) (122).
5.1.5 Mesure de l'activation cellulaire
Les cellules activées produisent plus de

formazan que les cellules au repos, ce qui permet de

quantifier l'activation cellulaire, méme en 1'absence de
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prolifération cellulaire {(72) . L'activité mitochondriale
évaluée par l'essal au MTT est un critére d'activation

cellulaire (40).

Exeﬁple

- Evaluation de la réactivité immunitaire de plaquettes
sanguines provenant de patients atteints de réaction
d'hypersensibilité immédiate, d'asthme allergique et
d'asthme sensible & 1l'aspirine (123). Ces plaquettes
réduisent le MTT proportionnellement au niveau de
stimulation (induite par des immunoglobulines E ou par

l'aspirine).
5.1.6 Applications particuliéres

* Quantification de_ 1'adhésion de cellules
leucémiques a des cellules endothéliales activées par 1le
facteur-alpha de nécrose tumorale (71)

Les cellules leucémiques sont "marquées par le MTT" par une
incubation de 20 minutes. Elles sont ajoutées aux cellules
endothéliales activées mises en culture dans les puits d'une
microplaque. Aprés une incubation de 30 minutes, les
cellules non fixées sont rétirées par lavage. Les cellules
adhérées (contenant le formazan) sont lysées par du DMSO. Il

suffit de lire l'absorbance pour les dénombrer,
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* Détection de Ilymphocytes activés, par une
technique de double coloratibn, en boite de Petri
Schauer et coll. (99) assocle la coloration au MTT a un
essal en immunofluorescence, afin de déterminer
simultanément Ile degré d'activation des cellules et le
phénotype c¢ellulaire de surface. Le marqueur d'activation
est le MTT. Les cellules T sont incubées pendant 30 minutes
avec le MTT. Il n'y a pas d'étape de solubilisation. Le
pourcentage de cellules colorées, & la fois par les grains

de formazan et en fluorescence, est évalué sous un

microscope a fluorescence.

5.2 En cancérologie
5.2.1 Tests de chimiosensibilité in vitro

Ces tests consistent & étudier la réponse de
cellules tumorales & divers médicaments anticancéreux. Les
cellules sont mises en présence de dilutions successives
d'une molécule. La sensibilité cellulaire se traduit par une
baisse des valeurs de D.0. mesurées par la méthode au MTT.
Elle est exprimée par la C.I. 50 (concentration inhibitrice
a 50 %) qui correspond a la concentration en drogue capable
de réduire de 50 % les D.0O. par rapport aux témoins-

cellules.
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Comme 1'essai au MTT est entiéerement effectué
dans des microplaques a 96 puits, 11 est facile d'étudier
plusieurs paramétres tels que : la concentration en
molécule, le temps de contact avec la drogue, la densité
cellulaire (24). Par sa rapidité et sa simplicité, il permet
de réaliser des tests de criblage (analyse simultanée de
plusieurs médicaments anticancéreux sur de multiples lignées

cellulaires).

Exemples

- Essai sur des lignées cellulaires tumorales établies
representant les différentes catégories cliniques de cancers
humains (3, 18, 24, 31, 34, 56, 81, 88, 95, 97, 101),

- Essai sur des cellules tumorales humaines fraiches
(36, 58, 87, 98, 105, 131),

- Essail particulier de chimiosensibilité sur gélose
(47) : les cellules exposées aux drogues sont cultivées dans
un mélange de milieu de culture et de gélose en microplaque.
La présence de gélose limite la prolifération des cellules
non malignes capables de réduire le MTT et de fausser les
résultats de chimicosensibilité,

- Essail particulier de chimicsensibilité en
histoculture, basé sur 1la réduction du MIT suivie d'une
analyse d'image (22, 23) : des échantillons de tissus
cancéreux sont placés sur un gel de collagéne, afin de

maintenir le contact intercellulaire dans une architecture
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en trois dimensions dans des plagques & 6 pults. L'activité
des cellules vivantes, dans et sur le gel, est évaluée par
la méthode au MTT. Aprés incubation des cellules avec le
colorant, on réalise des coupes et les lames sont plongées
dans du iodure de propidium (I.P.). Les cristaux de formazan
contenus dans les cellules reflétent la lumiére polarisée
(produite par une lampe & mercure) et peuvent étre mesurés
par analyse d'image sur ordinateur. Gréce a la fluorescence
du I.P., on observe la morphologle cellulaire et on peut
distinguer les cellules tumorales des cellules stromatiques.
Le ratio formazan/I.P. est calculé pour chaque concentration
moléculaire et comparé au témoin ; 11 donne le degré

d'inhibition induilt par la drogue.

5.2.2 Tests de chimiorésistance in vitro

La résistance cellulaire a une molécule se
traduit par des valeurs de D.0Q. élevées et constantes aux
concentrations moléculaires habituellement utilisées. La
chute des D.0O. n'est observée qu'avec de tres fortes
quantités d'anticancéreux. Les CI 50 sont alors treés

élevées,

Exemples :

- Essai sur des lignées cellulaires établies (66),
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- Essai sur des - cellules tumorales humaines
fraiches (98)

- Essal particulier de chimiorésistance sur gel de
collagene (37) :cette modification a pour but de révéler la
résistance réelle de cellules tumorales vis-a-vis d'agents
anti-néoplasiques. Selon Furukawa et coll. (37)

l'utilisation de suspensions cellulaires ne
correspond pas 4 l'organisation des cellules in vivo,
l'essal au MTT sur cellules en monocouche évalue mal
la chimiorésistance.

En revanche, l'essai au MTT sur gel de collagéne en plaque
de 24 puits, est capable derdétecter ce phénoméne gréce & la
culture cellulaire en troils dimensions. De plus, les
cellules saines contaminantes, telles que les fibroblastes,
influencent peu la chimiosensibilité des cellules malignes
parce qu'elles se multiplient beaucoup moins vite dans.la

matrice de collagéne que dans une culture en monocouche.
5.2.3 Tests de radiosensibilité

Les cellules tumorales irradiées sont mises a
incuber pendant un temps trés long : 7 & 14 djours sont
nécessaires pour obtenir la destruction totale des cellules.
On réalise ensuite l'essai au MTT pour déterminer la dose de

rayonnement efficace (19, 29, 47, 89).
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I1 est également possible de cribler des
composés radioprotecteurs ou radiosensibilisateurs (19). Les
cellules sont mises en contact avec les molécules avant
irradiation. L'activité des molécules est évaluée par le

test au MTT.

5.2.4 Evaluation de la sensibilité de cellules

tumorales a la photothérapie (70)

Les cellules préincubées avec un composé
sensibilisateur sont soumises & un rayonnement laser. Le
sensibilisateur est alors activé, entrainant la destruction
des cellules malignes. La méthode colorimétrique au MTT
permet d'évaluer le taux de mort cellulaire par rapport a un
témoin-cellules, en fonction de la concentration en

sensibilisateur.

5.2.5 Essals de cytotoxicité antitumorale due a des

cellules

* Quantification des effets anticancéreux de
cellules tueuses lymphokine-activées, sur des cellules
cibles malignes humaines (45). L'effet anticancéreux est
relié a la proportion dé cellules tumorales wviables,

présentes dans la culture cellulaire incubée avec les
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cellules effectrices, par rapport au témoin de cellules

tumorales.

* Quantification des effets cytotoxigques de
macrophages activés, sur des cellules leucémiques. Jiao et
coll. (53) ont repris et modifié 1le premier essai de
cytotoxicité due & des cellules, introdult par Ferrari et
coll. (33). Avant d'appliquer le test au MTT, ils séparent
les cellules effectrices des cellules cibles, grice & 1la
propriété d'adhérence des macrophages au récipient de
culture, propriété que ne possédent pas les cellules
leucémiques. Cette méthode dite indirecte a pour but de
supprimer 1l'interférence pqssible des macrophages dans la

réduction du MTT.

5.3 En virologie
5.3.1 Tests de criblage de molécules antivirales

L'essal au MTT mesure & la fois l'activité et
la cytotoxicité d'un grand nombre de composés
potentiellement antilviraux. Les résultats permettent de
déterminer la concentration efficace a 50 % ou
C.E.50 (concentration en molécule nécessaire pour atteindre

50 % de protection des cellules infectées) et la
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concentration cytotoxique a 50 % ou C.C.50 (concentration en
molécule qui réduit de 50 % le nombre de cellules viables
dans une culture non infectée par rapport au témoin de

cellules non infectées et non traitées) (8).

Exemples
- Contre les virus de 1l'immunodéficience humaine (7,
8, 12, 62, 63, 83, 100). Pour wvalider le criblage, certains
auteurs associent é l'essai au MTIT des tests de mesure de la
réplication du virus, tels que ITactivité réverse
transcriptase ou le dosage de ltantigéne, p 24 (62, 63),
- Contre les virus de 1'Herpés
H.8.v.-1 (115,117),
H.8.V.-2 (115},
~ Contre les orthomyxovirus et les paramyxovirus (126),

-~ Contre le virus Visna, un rétrovirus animal (20).

5.3.2 Mesure de l'activité neutralisante de plasmas
humains vis-a-vis du virus respiratoire syncytial

(V.R.S.) (96)

Des dilutions en série de divers plasmas sont
préincubées avec le V.R.S. Puis, les cellules cibles sont
infectées avec le mélange de préincubation. La

neutralisation de 1'infectivité du virus repose sur
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l'augmentation des D.0O. par rapport au témoin d'infectivité

(cellules infectées sans plasma).

5.3.3 Application particuliére : essai de formation

de plages

L'essal de formation de plages est une
technique fondamentale en recherche virologique, appliquée &
tous les wvirus induisant facilement des plages de lyse (74).
Les cellules cultivées en boite de Petri sont mises a
incuber avec 1le wvirus. Au bout d'un temps d'incubation
déterminé, on réalise 1l'essali au MIT sans étape de
solubilisation. Les cellules vivantes réduisent le MTT en
formazan : on observe des tdches claires sur fond marron.
Ces téaches correspondent aux plages de lyse constituées de
syncytia (cellules géantes multinucléées) et de cellules en
train de mourir. Il est alors possible de compter les plages

de lyse

- soit pour titrer le wvirus (74, 104),
- soit pour évaluer des composés quant a leur activité

cytotoxique et antivirale (104).
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5.4 En bactériologie

* Quantification de ltactivité
bactéricide de neutrophiles bovins vis-a-vis du
Staphylococcus aureus (112)

L'essal est conduit en incubant les bactéries opsonisées
avec des neutrophiles dans les pults d'une microplaque. Les
neutrophiles sont ensuite lysés par de la saponine, si bien
que seules les bactéries survivantes réduisent le MTT en
formazan. Le pourcentage de bactéries tuées est déterminé

par extrapolation & partir d'une courbe d'étalonnage.

* Essal de caractérisation de Mycoplasmes
Kirchhoff et coll. (57) ont étudié 22 espéces de Mycoplasma
et d'Acholeoplasma, quant & leur capacité a réduire le MTT.
Cette capacité varie entre les espéces de Mycoplasma et

permet de les différencier.

* Evaluation quantitative de l'activité d'une
toxine (sécrétée par des levures) sur des souches de levures

sensibles {48).
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5.5 Applications diverses

5.5.1 Parasitologie

* Evaluation de la wviabilité de Filaires, en
vue d'une recherche de sensibilité a des drogues

anthelmintiques (25).

5.5.2 Toxicologie

* Mesure de la cytotoxicité in vitro, de
composés chimiques, tels que
- des drogues médicamenteuses, des pesticides, des
molécules organiques (16),
~ des molécules hépatotoxiques (78),

- des colorants (108).

5.5.3 Biochimie

* Mesure de la prolifération cellulaire, en

réponse a des cellules stimulatrices irradiées (64).




162

5.5.4 Science des biomatériaux

* Evaluation de la prolifération et de
l'activité de cellules microencapsulées dans une membrane
polymérique (120).

* Evaluation de la biocompatibilité :

Ciapetti et «coll. (21) ont adapté 1l'essai au MTT pour
mesurer in vitro la cytotoxicité induite par un biomatériau
(systémes médicaux, implants). Il est possible de révéler la
"subtile" toxlcité de certains matériaux qui ne tuent pas
les cellules en 24 ou 72 heures (durée habituelle d'un test
de cytotoxicité), mais qui altérent le métabolisme

cellulaire.

5.5.5 Anatomopathologie

* Détection de cellules viables dans des
coupes de tissus et application & 1l'évaluation du dommage
tissulaire provoqué par des instruments chirurgicaux (93).
La détérioration est visualisée au microscope sans passer

par une étape de solubilisation des cristaux de formazan.
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CONCLUSION
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Le tres grand nombre d'applications de 1la
méthode au MTT révéle tout son intérét. Certains auteurs

l'ont pourtant trouvée décevante (41, 69).

Cet essai présente des inconvénients :

- le premler est 1'insolubilité aqueuse du produit
final formazan. Diverses modifications ont é&té introduites
afin de surmonter ce probléme, mais aucune ne s'est révélée
sans limite,

- d'autre part, 1l'essai au MTT ne correspond pas
toujours bien aux autres méthodes de mesure de viabilité et
de croissance cellulaires. C'est pourquoi, il doit &tre
validé par des techniques différentes (surtout pour les

études de criblage).

Cependant, il est généralement admis que
l'essai colorimétrique au  MTT fournit des indices
reproductibles de viabilité cellulaire et de sensibilité a
une drogue. Il convient pour une premiére étape de criblage
de molécules (anticancéreuses ou antivirales) sur de
multiples catégories cellulaires, pourvu qu'il soit
accompagné de mesures de contréle. En effet, la réduction du
MTT est affectée par des facteurs métaboliques et

expérimentaux, agissant de facon plus ou moins importante

sur la quantification de la viabilité cellulaire.
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Il est donc indispensable

1) d'individualiser la relation entre les D.0O. et les
nompbres de cellules pour chaque type cellulaire, puisqu'il
existe des différences quantitatives appréciables dans les
cinétiques de réduction du MTT,

2) d'établir les conditions optimales du test_ : 1la
densité cellulaire initiale, la longueur de 1l'essai, 1la
concentration en MTT et la durée d'exposition des cellules
avec le colorant,

3) de connaitre l'action directe des drogues sur la
production du formazan'car leur interférence possible avec
les résultats de cytotoxicité pourrait conduire 3 rejeter

des composés potentiellement intéressants.

Les principaux avantages de la méthode au MTT

sont

- la vitesse avec laquelle les échantillons sont
traités, d'autant plus si on n'a pas besoin d'enlever le
milieu ou de laver les plaques. Les étapes finales (ajouter
le MTT, lire la plaque, imprimer les résultats) sont moins
longues que la mise en place du test en luli-méme (répartir
les cellules, effectuer les dilutions des facteurs de
crolssance ou des drogues ou des virus, et les mélanger avec

les cellules). Les résultats apparaissent également de
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maniére visuelle ce qui est trés utile, si des résultats
qualitatifs rapides sont demandés,

- sa simplicité : la technique est relativement facile
a mettre en oeuvre et ne nécessite pas beaucoup
d'apprentissage,

- sa sécurité puisqu'elle ne fait intervenir aucun
isotope radioactif,

- son aptitude a l'automatisation,

- son adaptabilité.

Sous des conditions de <c¢roissance ©bien
définies, avec un type particulier de cellules, 1l'essail
colorimétrique au MTT restera un indicateur utile de la
prolifération cellulaire. Cependant, son utilisation comme
"essal spécifique de la fonction mitochondriale"™ (13) doit
étre remise en question,

C'est seulement en atteignaht une plus grande compréhension
de la nature de la réduction cellulaire du MTT que les
avantages et les limites de cette méthode pourront &tre

pleinement apprécilés.
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Alley et coll. (3)
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D'aprés Mosmann (72).
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CHEVALERIAS (Béatrice) - Méthode‘ééldiimétrique basée sur le
bromure de 3-(4,5 -diméthylthiazel-2 =-~yl) -2,5 -
diphényltétrazolium - 204 £ ; 19 111l. ; 24 tabl. ; 30 cm (Thése
Pharm., Limoges, 1995)

Résumé

Le bromure de 3-(4,5 -diméthylthiazol-2 =-yl) =-2,5 -
diphényltétrazolium (MTT) est un sel de tétrazolium. Il a la
propriété d'étre réduit uniguement par les cellules vivantes en
un compeosé violet~kleu appelé formazan. Il constitue donc un
indicateur de viabilité cellulaire. Cette réduction est
proportionnelle au nombre de cellules viables. Cecl a conduit
Mosmann, en 1983, a mettre au point une microméthode
colorimétrique Dbasée sur le MIT pour des essals de
prolifération cellulaire, La coloration du formazan mesurée
spectrophotométriquement permet d'évaluer le nombre de cellules
vivantes.

La méthode de Mosmann a subi de nombreuses modifications
et améliorations. Son application en wvirologie, en particulier
sur le virus de l'immunodéficience humaine, nous a incités a
étudiér ses différentes méthodologies, ses caractérisgues, ses
paramétres, & évaluer son intéré&t par rapport & dTautres
techniques et & nous intéresser & ses nombreuses applications.

Mots—-clés
- bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol=-2-yl)-2,5-
diphényltétrazolium
- sel de tétrazolium
-~ golorimétrigque (méthode)
- viabilité cellulaire (méthode de)
- prolifération cellulaire {mesure de la)
- cytotoxicité (mesure de la)
- ¢riblage (test de)
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