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La cytométrie en flux
Historigue et DEfinition

Origines anciennes (relatif)

“-—) 1934 : Premier appareil concut par Moldavan :
Numération cellulaire par capillaire/capteur photoélectrique

(SCience , Moldavan, A. Photo-Electric Technigue For The Counting Of Microscopical Cells. Science 1934: 188-189.

--> 1949 : Wallace Coulter dépose un brevet : Appareil permettant de
compter et de mesurer la taille des cellules




La cytométrie en flux
Historigue et Définition

~——> 1969 un des premier article décrivant le tri de cellules de

mammifere (HERZENBERG, Stanford), puis en 1973 ses appllcatlons
FACS ou Fluorescence Activared cell Sorter 2 :

Hulett, H.R, Bonner, W.A. Barrett, | and Herzenberg, LA. (1969) Cell sorting:
Automated separation of Mammalian cels as a function of intracellular fuorescence.
Science 166; 7479,

Hulett, W.R., Bonner, W. A, Sweet, R. G. and Herzenberg, L. A. (1973) Development and
application of a rapxdcell sorter, Clin Lhrm 19, 813 6.

B. Shoor et L. Herzengerg devant

le premier Cytométre en flux
Becton Dickinson




La cytométrie en flux
Historigue et Définition

~— 1974 commercialisation par Becton-Dickinson (FACSII)
~——> 1980 Analyse de 3 parametres de Fluorescence par cellule
~——> 1990 Analyse de 7 parameétres de fluo par cellule

~——> 2001 Analyse de 11 parametres de fluo/cellule

~——> 2006 Analyse de 18 parametre de fluo /cellule

~——> 2016 Analyse de 20 parametres par cellule......



La cytométrie en flux
Historigue et DEfinition

CYTOMETRIE EN FLUX

PN

Cellules Mesure Flux



La cytométrie en flux
Historigue et Définition

i Etude précise de cellules isolées entrainées par un flux
liquidien.

i Caractérisation :

- Individuelle,

- Quantitative,

- Qualitative

- Fonctionnelle

de particules en suspension dans un liquide.



La cytométrie en flux
Historigue et Définition

Consiste a :
~—> analyser les signaux optiques ou physiques
~—> émis par une particule

~——> coupant le faisceau lumineux d’un laser ou d’une
lampe a arc.
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La cytométrie en flux
Principe

La cytométrie ?

i Mesures simultanées

- des différentes caractéristiques d’une cellule ou particule

i Mesures effectuées pendant que les cellules défilent une a une

- dans une chambre d’analyse,
- a plus ou moins grande vitesse.



La cytométrie en flux
Principe : guelles informations?

Quelles informations sur la cellule ?

~— Sa taille (Forward scatter : FSC)
Diffraction

~— Sa granularité ou complexité interne (Side Scatter = SSC)

—

— Son intensité de fluorescence (en fonction des fluorochromes) Fluo



La cytométrie en flux
Principe : guelles informations?

Diffraction

Chaque événement passant devant le
faisceau laser va diffracter de la lumiere.
On mesure :

=) Taille des cellules (FSC)
Diffraction proportionnelle a la
taille des cellules

=) Structure des cellules (SSC)
Diffraction proportionnelle a la
granularité ou complexité de la
cellules

(photodiode)
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E——-J (ophotomu Tiphicareur)



La cytométrie en flux
Principe : guelles informations?

FORWARD SCATTER = Lumieére diffractée aux petits angles

== |3 lumiere diffractée est collectée sous un petit angle (compris entre 1 et 10
degrés),
== e signal est proportionnel a |a taille de la cellule.

.~ FsSC
Lumiére incidente <‘ >
B FSC

— —
ol

FSC : Forward SCatter le détecteur est presque aligné avec le laser,
Evalue la taille des cellules il se trouve dans le cone de lumiére diffractée




La cytométrie en flux
Principe . guelles informations?

SIDE SCATTER = Lumiere diffractée aux grands angles

== | 3 lumiere diffractée est collectée a 90° de I’'axe du laser,
==) |Le signal est proportionnel a la granularité et la complexité cellulaire.

Lumiere incidente >

Le détecteur est plus ou moins
perpendiculaire au rayon laser
il se trouve dans la zone de lumiér
largement diffractée

455C

SSC

Permet de faire un premier
= position spproximetive tri en caractérisant taille

SSC : Side SCatter Evalue la qranularlté\\‘ du détecteur et structure



Exemple: sur du sang total lysé

How Flow Cytometers Work

SSC - Skde scatter

Eosinophil

o

-

Basophil

Neutrophil
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La cytométrie en flux
Principe : guelles informations?

Mesure de la cellule

Structure

Pollen

.
Tricholeucocyte:’ -

Lymphocyte a Monocyte

Bactérie m Algue
‘
Taille

Granulocyte

—

Mesure des particules allant 200nm a 1200 um



La cytométrie en flux
Principe : guelles informations?

Fluorescence : chaque événement passant devant un laser peut aussi émettre de la
fluorescence qui sera mesurée a 90°C.

Luminescence

/\.

Photoluminescence -Chimiluminescence
-Bioluminescence
-Thermoluminescence
-Electroluminescence
-etc...

Fluorescence Phosphorescence

- La photoluminescence est un phénomene radiatif consécutif a une
excitation lumineuse (photons de lumiére visible ou UV)

- La chimiluminescence est un phénomene radiatif consécutif a une réaction
chimique (chimiluminescence vraie) ....




La cytométrie en flux
Principe : guelles informations?

Fluorescence est une Emission lumineuse suivant
1-I'excitation d'une molécule (absorption d'un photon)
2-I'émission spontanée rapide

Différent de la Phosphorescence :beaucoup moins rapide
car passe par un état de transition SO vers S1

| Etat excité |

_Etat excité
intermeédiaire

Absorption

@osphorescence

£
3
O
S
V

I Etat fondamental I




La cytométrie en flux
Principe : guelles informations?

Fluorescence naturelle:

o b
& oz 7 N
R Rl et

Adamite: Verte
Hémimorphite : Bleu pale

Fluorite

Sous UVA : 2 Quinine sous UV



La cytométrie en flux
Principe : guelles informations?

Fluorescence importée:

-

Souris ou autre GFP sous promoteur ubiquitaire




La cytométrie en flux
Principe : guelles informations?

Phosphorescence naturelle:




La cytométrie en flux
Principe : guelles informations?

Phosphorescence artificielle:

qui brillent dans la nuit !




La cytométrie en flux
Principe : fonctionnement?

FLUIDIQUE
Introduction et

positionnement des

cellules

FLUIDICUE
.
-

v

OPTIQUE

Production et recueil
de signaux lumineux

ELECTRONIQUE

Conversion des signaux
optiques en signaux
électroniqgues et numeérisation
de ces signaux pour analyse
informatique

Corvert

Uigta




La cytométrie en flux
Principe @ fluidigue

Particularité des cytometres est d’analyser une cellule a la fois, Pour cela :

~— Les cellules sont mises en suspension

~— Elles sont entrainées par une pompe et envoyées une a une ( principe
d’hydrofocalisation) devant un ou plusieurs lasers

=

Air comprimé
- centrage des cellules dans un flux laminaire
(focalisation hydrodynamique)
- Accélération progressive (séparation
Echantilon des cellules)
e - Passage dans une buse (canalisation,

Liquide de gaine

Buse de focalisation Ce ntrage)



La cytométrie en flux
Principe @ fluidigue

Nécessité d’'un centrage des cellules dans un flux laminaire : focalisation hydrodynamique

Pour cela :
- Accélération progressive (séparation des cellules)

- Passage dans une buse (canalisation, centrage)

Internsite
Imenste

tlemps temps



La cytométrie en flux
Principe @ fluidigue

Echantillon Liquide

sous pression de gaine . - Centrage et alignement des cellules dans un
Sous pression flux laminaire (focalisation hydrodynamique)

- Accélération progressive du liquide gaine =
étirement du liquide de gaine (séparation des
cellules)

- Passage dans une buse (canalisation, centrage)

Zone de focalisation
hydrodynamique

Pas de mélange entre le liquide de
gaine et I'échantillon car différence
de pression



La cytométrie en flux
Principe @ fluidigue

Liquide de gaine

Focalisation

hydrodynamique




La pression de liquide de gaine reste la méme, a la différence de I’échantillon

La cytométrie en flux

Principe @ fluidigue

Différences de pressions

Une augmentation de pression entraine une augmentation du débit

Plus la pression augmente plus les cellules ont de liberté de mouvement

-~

Pression basse
Echantillon

Pression Moyenne Pression haute

Echantillon
Liquide de gaine

Liquide de gaine

Echantillon

~
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La cytométrie en flux
Principe @ fluidigue

FOCALISATION HYDRODYNAMIQUE et
VITESSE D'INJECTION ECHANTILLON

LIQUIDE DE GAINE

Low MEDIUM HIGH
(10pl/mn) (30u1/mn) (60u1/mn)
h %
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La cy‘rome’rme en flux
Principe . fluidigue
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La cytométrie en flux
Principe : optigue démission

i Il est nécessaire de focaliser la source lumineuse sur les cellules

ﬁ) Doit permettre une illumination des colorants a une longueur d’'onde proche
de leur max d’excitation

a8 Pour cela:

~ Les lasers (les + fréquemment utilisés) : puissance, stabilité
—> Les lampes a vapeur : (mercure, Xénon) : - cher mais - précis



La cytométrie en flux
Principe : optigue

1-LU'optique d’excitation se compose :

—— une ou des sources d’excitation (laser(s)...)

—— des lentilles et des prismes pour focaliser le faisceau laser

2-L'optigue de réception se compose de :

—— une lentille pour collecter la lumiere émise

—— un systeme de miroirs et de filtres optiques pour diriger les
longueurs d’onde spécifiques sur les détecteurs correspondant



La cytométrie en flux

Principe : optigue démission

Focal Length

Focusing
Lens

Le faisceau lumineux du laser est tres fin, ce qui
permet de le focaliser sur une cellule a la fois.

Limitation du bruit de fond

Energie concentrée sur une petite surface

Excitation lumineuse monochromatique
tres puissante

| |
| 1
64 um

32 um 0 32 um



La cytométrie en flux
Principe : optigue démission

- La lumiere venant d’un laser est : Un systeme de prismes et de lentilles canalise le laser
monochromatique vers la chambre d‘analyse

Unidirectionnelle
- Les lasers les plus utilisés :
Laser 405 nm : violet

Laser 488 nm : bleu
Laser 532nm : vert

fiber optics

Laser 592 nm : orange
Laser 635nm : rouge




La cytométrie en flux
Principe : optigue de réception

Les différents sighaux optiques émis par la cellules doivent étre

i focalises
i separes

i acheminés vers des systemes de détection:
photomultiplicateurs ou
photodiodes

M Pour cela : sélection par différents circuits optiques
composés de miroirs et de filtres



Composé de miroirs dichroiques et de filtres optiques




La cytométrie en flux
Principe : optigue de réception

Le miroir dichroique permet d’aiguiller chaque signal vers le détecteur approprié.

Lumiére transmise
Dans I‘axe de la source

(Transmission)

/ Lumiere réfléchie a 90°
(Réflexion)

Permet le passage du signal dans une direction : Transmission
Permet I’envoi du signal dans une autre direction : Réflexion



rincipe : optigue de reception

Filtres optiques : composés absorbant certaines longueurs d’onde
et transmettent les autres

Passage selon trois modalités :

Longpass Shortpass Bandpass
460 500 540 460 500 540 460 500 540




Exemple :
d’un trajet optique
simple




La cytométrie en flux
Principe : optigue de réception

Exemple :
d’un trajet optique —r——"
Plus complexe i




La cytométrie en flux
Principe : optigue de réception

- Apres avoir traversée la succession de miroirs et de filtres

- La lumiere est recueillie et transformée en signal électrique par :

iPhotomultiplicateur (PMT) :

tres sensible
utilisé pour signaux faibles
gain important

-> fluorescence/structure

i Photodiode (PD)

sensibilité plus faible
Pour les signaux forts, tres intenses
Quand la saturation du détecteur constitue un probleme potentiel
(pas gain)
-> La taille



La cytométrie en flux
Principe : Electronigue

BUT:

Transformer les signaux optiques lumineux (photons) en signaux électrique pour étre
nuMeErises.

Ce sont les PMT (photo multiplicateur) ou photodiodes qui transforment un photon en
courant électrique

t
1.
Voltage
Création d’une impulsion
2. T Voltage




La cytométrie en flux
Principe : Electronigue

L'impulsion se caractérise par:

1/ la hauteur (pulse height)
mesure |'intensité de la lumiére

diffusée par la particule Aire de

I‘impulsion (A)

2/ Laire (pulse area)
renseigne sur la fluorescence globale
de la particule

3/ La durée de I'impulsion (Pulse width)

- ——

Largeur de ' temps (us)
I‘impulsion (W)




La cytométrie en flux
Principe : électronigue

Canaux | Even'S 100 Canal 512 : Histogramme
! ' - 100 éven= \ .
' '
! I /
510 0
511 40 / @ 70%
512 100 § - =" t
514 1 8950 Bl 30% |
515 0 . Al |
: : 1 © |
1 1 Lz
1 1 Vi 3
' ' 2 E
| o
0 ey L N MR YR TR MY A AT WA N 2T v L B N TR O T N MR T W T R v ) z -
0 Volis 10
0 Canal 1023
HISTOGRAMME F'uorescence

A chaque valeur numérique correspond un canal dont le compteur est incrémenté du
nombre d’évenements
Le tracé du nombre d’évenements par canal est appelé Histogramme monoparamétrique



La cytométrie en flux
Principe : Electronigue

Présentation des résultats




La cytométrie en flux

Principe : électronigue

Le moyen le plus simple : histogramme :

5154

a
3434 §
1714 N L
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n'n o
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04 0.1 1 10 100 1000 —— Toyee '
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: - Sy ) by
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Le dot plot

Bon moyen de

La fluorescence relative
par rapport au nombre
d'événements : sur un
parameétre

Mais pour apprécier les

caractéristiques relatives

aux autres parametres :
dot plot

détecter un petit nombre

d’événements dont les pop sont bien séparées

Aucun renseignement sur la densité relative des

événements
Density plot



La cytométrie en flux

Principe : Electronigue

Density plot Pseudo colors plot

Simule une représentation 3D ou le 3ieme
parametre est le nbre d’evts

Permet de mettre en évidence une pop
discrete

Autre représentation en 2D de pop dont le nbre d’evts est
similaire.

Attention les populations présentes en faible pourcentage
peuvent ne pas apparaitre




La cytométrie en flux
Principe : Electronigue

Histrogramme tridimentionnel :

-Cet histo triparamétrique est obtenu a partir
d’un biparamétrique auquel on ajoute une
troisieme dimension = nbre de cellules

- Permet d’avoir une idée de la proportion des
diff catégories de cellules les unes % aux autres

1.35

x10° : -, 13

1.25

1.15

11

Impedance (500kHz)

1.05

0.95

pacity

(@]



HyperLog

COIATC-A

La cytométrie en flux
Principe : électronigue

CO4 PE-Cy7-A 7/ CDI FITC-A / CDI9 APC-A

o COI FITC-A 7 CO4 PE-.. RS




La cytométrie en flux
Principe : Electronigue

3D cylometry data (b)

Density-dependent
cown-sampling

Down-sampled data (c)

Agglomersive clustenng

Marker3

Clustering resuits (d)

Marker2

1 P

oy .

™

Menimum gpanning-iree f
generation

SPADE tree (e)

Marker3 “ Monocyne
¥
UP samplng 3 7 7
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2 i : ? 4
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La cytométrie en flux
Applications - Fluorochromes

Définition du fluorochrome:
- Molécule capable d’émettre de la lumiere de fluorescence apres excitation

- La longueur d’onde d’émission étant supérieure a la longueur d’onde d’émission

HO 0
A =488 nm A =530 nm
oV, vV, Ve Molécule de p W, L W,
Energie Fluoresceine Ot Energie Lumineuse

Lumineuse At Emise
HEPRE icorps




Un peu d'histolre...

Jin du 19%eme sidcle mechyl viodet. madachite groen, safranin O, meshylene bive. ..
Base poar e développomennt dos futures soedes Muorescanies comme M furorescdine,
L modamine ow Macrdine orange.

Dot des svwvbes 1900: Diveloppensst de o meicroacopie de Muorescancn: prossiors
marquages vauy powr bactivie, proforoaires

Dol des ansdes 1040 Déwveloppoment (por Alber! Coons) e technigue powr
marquey les anticonps avec des sondes lucrescontes” développomaent dos fecholques
dimwunollvorescance.

Dévoloppement d'un farge specire danticonps secondaires coupdes 3 ane large varkied
de Mluorochromes permeliant des marguages moftiples.

1992: Clonage du gine codamt powr e GFF & partir de la médduse du pacifigue
Aoguovea victorfa' déwoloppement des techwigues de prodction de proldines de

Dévoioppemont de nombroux vanands speciaux de b GFFP ef découverte dautres
protéines fluorescentes

Flus  rcemment  Ddvefoppament des  nano-particules  Muovescenies  semé
conductnioss: guantumr dols pevmoeltad v s d'olyel indvidduel



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes

Substances chimique composées de plusieurs noyaux aromatiques conjugués
ou encore de molécules planes et cycliques possédant une ou plusieurs liaisons ©

Sont exités par une longueur d’'onde spécifique et émettent a une longueur
d’onde spécifique.

Teans
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3
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Intensité de fluorescence émise QC Nombre de sites de fixation

(QB)

Nombre d'événements

Intensité de Fluorescence —



Chaque fluorochrome est caractérisé par un spectre excitation et un
spectre d'émission de fluorescence

A

Relative Fluorescence

A

Emission Wavelength




La cytométrie en flux
Applications @ Fluorochromes, cas du tandem
PerCP-Cy5,5, PE-Cy5, APC-H7/, PE-Cy7/........

Qu’est ce que c’est?
i 2 molécules fluorescentes attachées de maniére covalente

i L'une sert de donneur et I'autre d’accepteur (processus de FRET Fluorescence Resonnance Energy
Transfer)

- Propriété d’excitation du donneur et d’émission du receveur

2, Déplacement de Stokes élevé : facilite le marquage multi couleur

780 nm Photon

e

<
S
=
=
.
:
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La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes, cas du tandem

Historiqguement
i Fin année 1980 avec pour base le PE comme donneur : PE-cy5 ou PE-cy7......
i Dans les années 1990 utilisation de I'APC ou PerCP : APC-CY7 ou PerCP-CY5.5

i Beaucoup plus réecemment, nouvelle classe de tandem comme ceux utilisant le Brillant
violet comme donneur (avantage ils sont moins fragiles)



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes, cas du tandem

Limites et préservation des performances:

2> L existe toujours une fluorescence résiduelle du donneur dont va dépendre qualité du
tandem

"% Lefficacité du FRET peut étre différente d’un lot & un autre d’'un méme tandem

2> Dégradation ou découplage
lumiere
Activité métabolique propre a la cellule (APC-X)
PFA (PE-X, APC-X....)



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes, cas du tandem

Bonnes pratiques d’utilisation des tandems:

Garder les flacons d’anticorps et les marquages a 4°c

Garder les flacons et les marquages a I'abri de la lumiere

Fixation max 30 minutes suivi d’un lavage

Calculer les compensations avec le méme Ac que celui utilisé dans le marquage final

Controler la compensation apres changement de lot



A prendre en compte pour un marquage:

1. Brikance 3. Stabité : 5. Talle
2. Recowrement spoctral “"‘"’F
des autres decleciours Tompdanre

P



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le chorx

i Connaitre la ou les question que l’'on se pose

i Bien connaitre son matériel :

- Facs : laser dispo, possibilité
- Cellules, tissus
- Les fluorochromes dont on dispose

lls nont pas tous le méme rendement

on ne détecte pas de la méme facon un Antigéne
avec le méme Anticorps si il est couplé a des fluorochromes différents



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le choix

Rendement quantique (w)

Nombre de photons émis

par molécule
Nombre de photons absorbés

PerCP < FITC<ECD <PC7<PC5<APC<

cos-  jcosFmc  |cosEcD | Jcospcy [CO8PCS | ,‘
v" .. ] " ..o ‘ | !
E l_.:.....:!.. / J s’; d' I | “ et

— - ——- —_———— —‘L——*—-— —~

- - - -

Proportionnel a la brillance



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes /e choix

Brightness of various fluorochrome conjugates

Relative
Brightness Reagent Filter

|
Brilliant Violet™ 421 | 45050

Forte

| 575726

Qui est le plus
Fluorescent?

PerCP-Ly5.5 £95/40

BD Horizon Y450 450150

Pacific Bige™ 45050

Alexa Floor® 700 730045

Faible

| o
BD APC-HJ | 7800
[ ]



Choix dépendant de ce que vous voulez marquer

e —

Niveau dexpression 7
—




La cytométrie en flux
Applications - Fluorochromes le choix

Attention a I'exposition de vos échantillons marqués, la fluo n’est pas permanente

Comparaison du photoblanchiment de deux fluorochromes

Norrelned Suaroscerco
S O 8
»
»
»
.

" B BT R Y B "

Yere (300003

Les Sohamiions oM Sl IDamincs cOoMmucticment ol uhe aDe & e
enregixirer loulces es b sccondes aveo une camera CC0

(Vagran C Foagd



A prendre en compte pour un marquage:

1. Brikance 3 Stabité : 5. Talle
2. Recowvrement spoctral sy
des autres decleciours Tompdanre

-




La cytométrie en flux
Applications - Fluorochromes le choix

Chaque fluorochrome a un spectre qui lui est propre

ECD PC5

U

T ——— T -

-Les spectres d’émissio A5 ‘étant pas de fines raies mais des spectres plus ou moins large
Certains spectres d’émission se chevauchent



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le choix

Détection du signal d'1 seul fluorochrome par 2 (ou plus) détecteurs :
==>» COMPENSATIONS



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le choix

[ Fivorescence Detector Filter Passbands J
Green l'vd\oa Orange Rea |
13 ez J lea Ere )
¥ a ‘
IPE
N\

PE-Cy5 Tanoem
(Tncolor)

S 02" 0 ™=MT

(4% [5%] [so] (0] |e0] [70] (7]

|() - - N

(From Practical Flow Cytometry, Third Edition, Howard M. Shapiro)

Il est quasi impossible d’éviter un chevauchement partiel des spectres d’émission des
fluorochromes

On observe alors des fluorescences artéfactuelles du fait de ces fuites de fluorescence
lues sur les autres PMT
Création d’interférences (faux positif)

Il est donc indispensable de retrancher électroniquement un certain pourcentage de la
fluorescence parasite : c’est la compensation



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le choix

En pratique:
/
Exitation Emission
F1
F2 >
. \
Filtre Détecteur

spécifique F2



100

60

20

L}

530730 585/42 650

40

10
10°

1
10?

compensation

.....

CD8 PE-A

10°

CD8 PE-A

10°

-1,255
1,308

s ° L gy D 00 10t 10°
CD4 FITC-A CD4 FITC-A




La cytométrie en flux
Applications - Fluorochromes le choix

La compensation correcte est obtenue quand la médiane de la population
positive @ compenser devient la méme que celle de la population négative



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le choix
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La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le chorx

En pratique:

Passage de tube contenant :
cellules non marquées (seuil de positivité et négativité)
et/ou cellules marquées par un contréle isotypique

Réglage des PMT
FSC
SSC
Définition d’une « gate » sur les cellules d’intéréts

Conditionner les plots sur cette gate

Passage de cellules (ou de billes) monomarquées avec les fluorochromes d’intéréts



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le choix

Passage de tube contenant :
cellules non marquées (seuil de positivité et négativité)
et/ou cellules marquées par un contréle isotypique

FL4

FL2 FL2

FL1 FL3 FL3




La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le choix

Définition seuil positivité et négativité pour les compensations
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La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes /e choix

Passage du tube avec un mono marquage FITC

FL1 FL2
530/30 585/42

FL2 ﬂ\
@ 0

Relative Intensity

1 1 [] 1 1
500nm 550nm 600nm 650nm 700nm

Wavelength (nm)
La population positive pour FITC (FL1) doit s’aligner avec la pop négative pour FL2

=» On retranche de la fluo FL1 a FL2
Correspondant a la superposition
FL2-x%FL1



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le choix
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La compensation correcte est obtenue quand la médiane de la population
positive @ compenser devient la méme que celle de la population négative



La cytométrie en flux
Applications - Fluorochromes le choix

Passage du tube marqué PE (2'¢™e fluorescence)

FL1 FL2 FL3
530/30 585/42 grolker 650

‘ , FL2 ‘ ,
FL1 F|_3 500nm 550nnl1 600nm 650nm 700nm
Wavelength (nm)

Relative Intensity

La population PE doit s'aligner avec

La pop négative FL1 et FL3

= On retranche de la fluo FL2 a FL1 et FL3
Correspondant a la superposition des spectres d'émission
FL1-%FL2 et FI3-%FL2
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Compensated properly
The medians of the positive and
negative FITC populations are equal in
the PE channel.

Undercompensated

Not encugh fluorescence subtraction,

The PE MFI of the positive FITC
population is greater than that of the
negative FITC population.
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Overcompensated

Too much fluceescence subtraction.
The PE MFI of the negative AITC
population is greater than that of the
positive FITC population.



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le choix

Méme principe pour des marquages > 4 couleurs

-> plus complexe
-> |ogiciel adapté de compensation
-> gquelque fois nécessité de recompenser

vos Ac marqués doivent étre bien calibrés et donc utilisés a la dilution
optimale sinon vous avez un risque de perte de signal (pas assez dilué) ou
de mauvaise discrimination positives/négatives. (trop dilué)

Oversaturated Saturated
| pr—— ] Titrate up
[\ \ f\ | ,f\'
'/ ‘|| ‘l| ||| '4' ||| "' ||l
{ |\ ,‘ \ 'l \ | |‘
/ "\ / l.‘ f |‘, 'o' \
— /,, ‘\,; /,,, . \ " -4/ .\ /’ \\

Negative Positive Negative Positive



La cytométrie en flux
Applications : Fluorochromes le chorx

Attention : cas des tandem:

Les compensations pour les fandems peuvent varier avec le méme Ac
d'une expérience a l'autre (idem pour lot identique ou différent)
phénomeéne de découplage
faire systématiquement les compensations

Certains tandems (APC-Cy7, PE-CY7)
dégradation : expo lumiére
température
fixation



A. With CD8 APC-Cy7 and CD4 PE-Cy7
COBAPCCyl*cls  COM PLCyT* cots




La cytométrie en flux
Applications : panel multi couleurs

1-Associer les fluorochrome brillant en fonction de la densité des Ag
si peu d'Ag = stain index important
si beaucoup d'Ag = stain index plus faible

2- Minimizer le Spl” over - s FITC spllover into PE |

500 550 600

“Wavelength (nm)
Y

3- Attention aux tandem et leurs spécificités (couplaye, 11 uiy,
perméabilisation, fixation)

4- Bien connditre son appareil (filtres)

B- Utiliser les bons controls



La cytométrie en flux

Applications : panel multi couleurs

Cell Antigen Molecules per Cell
T cell TCR 100,000
cD2 55,000
Co3 124,000
cos 90,000
co7 20,000
CD45 >200,000
CO4+ T cell CD4 100,000
co2s 20,000
CCRS 4,000-24,000
CD8+ T cell co8 90,000
CD28 15,000
8 cell CD19 18,000
CD20 109,000
CD21 210,000
cp22 14,000
HLA-DR 85,000
CD1la 10,000
Co40 2,000
CD8s 16,000
CD80 2,000
Dendritic cell CD11a 27,000
CD40 17,000
CD80 132,000
CD86 208,000
Monocyte coi4 110,000
CD32 21,000
CD64 13,000
Neutrophil coi4 3,500
CD16 225,000
NK cefl CD56 10,000
Red Blood Cell Glycophorin A 340,000
Basophil CD23 15,000

Réaliser une bonne association
densité Aqg/ brillance

Phénomene d’encombrement stérique

Hébce alpha de la protene Chaine
» \  eligosaccharide

"""""

Proteine globulaire .

Choleaterol

Phosphelivids Soe () e ot hﬂn\ﬁ‘obo
de Iwice alpha
de L protidine



La cytométrie en flux
Applications : panel multi couleurs

Fluorochrome Stain Index
PE-Cy™5 353
PE 302
APC 278
Alexa Fluor® 647 214
PE-Cy™7 139
PerCP-Cy™5.5 107
BD Horizon™ V450 85
Pacific Blue™ 80
Alexa Fluor® 488 73
Alexa Fluor® 700 61
FITC 56
APC-Cy7 37
PerCP 37

'AmCyan 25
APC-HT 24

Sur les sites fournisseurs



La cytométrie en flux
Applications - panel multi couleurs

CDb5 CD8
APC
T T T T T

PE-Cy7 102 CD8 PE 105 10°
PerCP-Cy5.5
PE ula’ c}m vfclﬂ l(;‘ 1(’12 éoa APé 135

R R

~
FITC % %

g~ - ﬁ .[»' -»5’._; b ahy _.’\

T T T T T f T 1‘2 C(l)aAPC L7 11‘)5
104 CD8APC-Cy7 105 102 CD8AmCyan 10° 9 ’

Attention au choix du fluorochrome



La cytométrie en flux
Applications - panel multi couleurs

e BD Fluorescence Spectrum Viewer
A multicolor tool

WO 3O a0 o 0o e 0o
Ve slengen (rw)
Fluerochrome Ex% Ex Em Filters Fitter Performance Estimates (FWHM or LP)
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Aide au choix de fluorochromes et du taux de spill over, sur site fournisseur
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Détection du signal d'un fluorochrome par 2 détectours (ou plus)
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Non compensé

Le Q}QIV/_Q ver

compensé

Specimen_001-Tube_003
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10° 10* 10%
FITC-A

Specimen_001-Tube_002

FITC-A

Spread data
Du
Au spill over




La cytométrie en flux
Applications : le seuil de positivité

Comment le définir?

x-S Vérification de I'autofluorescence (cellules seules)

S Faire des controles isotypique
(anticorps non réactif de méme isotype que I'anticorps test directement

couplé)
> Faire des controles biologiques (ex: cellules stimulées/non stimulées)

2 Faire des controles de type FMO (Fluorescence Minus One)

Toutes les fluorescences moins une, a réaliser lors d’'une nouvelle combinaison de marquage et/ou
a chaque fois que le seuil de positivité est difficile a déterminer.

Controle non marqué Controle FMO Marquage
FITC - CD3
PE - -
Cy5PE - cps
Cy7PE - CD45R0O
10
w' 1
4
1 1 Margquage FMO W
PE , e Marquage lsotype :




La cytométrie en flux
Applications - exemples

~ ﬁ) Dans un laboratoire clinique :
/

Immunophénoptypage VIH

Comptes absolus CD4

Immunophénotypage leucémies et lymphomes
cycle cellulaire

Numération de cellules progéniteur (CD34)

=) Dans un laboratoire de recherche :
y

Etudes systéme immunitaire
cellules hématopoietique
Etudes cinétiques

Détection

Tri cellulaire



La cytométrie en flux
Applications - exemples

~— Plus précisément:

- Viabilité/mortalité cellulaire
- Marquages membranaires de surface
- Marquages intracellulaires

- Division cellulaire

- Cycle cellulaire

- Potentiel de membrane

- Flux calciques intracellulaire
- pH intracellulaire

- Activité du cytochrome P450
- Marquages d'enzymes
-Apoptose ...

tout dépend du fluorochrome, de la préparation cellulaire et du laser

Quelques exemples:




La cytométrie en flux
Applications : exemples

Viabilité/mortalité cellulaire :
Todure de propidium
7 AAD (7 amino-actinomycin D)
live dead

o Intercalant de 'ADN (BET, IP), Bases A-T (DAPI, Hoechts), Base C-G (7AAD)
-> Péneétrent dans les cellules mortes

0
Untronsfected AllSsors Negotive Control siRNA Control 7




La cytométrie en flux
Applications : exemples

Marquage membranaire de surface :

Anticorps couplés a un fluorochrome directement ou a de la biotine
Marquage par incubation directe
Exemple :

CD4, CD8, CDI9TCR....

{
*{ Lymphocyte
A T CO8

X ¢
% TCD4
ik

>
3 |
Acdhau AA:X - v - ‘A_A_.A_J.A.AA'LA__A

Vs o,

. ‘- | A

p - =)

¢ A %

oy vt
)

1
R B ia e T
‘25 » v » N 0]




La cytométrie en flux
Applications : exemples

Marquage intracellulaire :

Anticorps couplés directement a un fluorochrome (mieux)
Phase de perméabilisation de la membrane avant marquage
Exemple:

FoxP3, IL2, IFNg...

L3 AUVE JTAENS
<s g & '.1
= 3 g3 < 3
v, B -"<
A - ad i'q
2 = 83 Q@ 3
- ;: 3 e
a® g = Py
> 3 s 3
5 E =]
. | 1 | | ! '

8
#u -

<. ‘K x - $ < 3
. 1 0ePRCynA
- COfe
L4 =
H -'.,!
s a - < pu’ PBMC décongelés
= > - Stimulation 6 heures
4 - Peptides IE1 CMV
3
z - Marquages intracellulaires
- o4 - quag
=y 53
5
| oy 1
-3 <" 2 . s
w2 ARCA 2 ADCA



La cytométrie en flux
Applications - exemples

Potentiel de membrane :

DIOC5(3) Dipentylaxocarbocyanine iodide
Famille de carbocyanine
les cellules hyperpolarisées capte le DIOC
Exemple :
utilisé en neurologie pour les études sur l'activation des neurones

390 P35




La cytométrie en flux
Applications - exemples

Cycle celluaire :

Mesure de la ploidie de ADN : + il y a d'ADN + le signal est fort

Todure de propidium
Hoechst (le plus lipophile)

DAPI (di amino phenyl Indol)
BrDU

™

.
- -

e

Wy
Mitose
Division

'

Croissance &l 62 Préparation
a la division
_

GO“
S

Réplication
Synthese

Cellule en interphase

Noyau @

Réplication du

l chromosome
(phase S)

Prophase

Prométaphase

Mitose Métaphase
Anaphase

Télophase

Cytokénése l

Deux cellules en interphase

Phase G]

Phase Cz

Phase M

Phase G]



La cytométrie en flux
Applications - exemples

Cycle celluaire :

Mesure de la ploidie de ADN : + il y a d'ADN + le signal est fort
Todure de propidium
Hoechst (le plus lipophile)
DAPI (di amino phenyl Indol)
BrDU




La cytométrie en flux
Applications - exemples

Prolifération cellulaire :
CFSE : 5(6) carboxyfluorescein diacetate N succinidyl ester
Lipophile : pénetre facilement dans la cellule vivante puis estérification :
coupure de liaison entrdinant la fluo et le piégeage dans le cytoplasme (liaison protéique-
perméabilisation possible)
-> plus la cellule se divise moins elle fluoresce.
-> Image typique de peigne

4
[

CarboxyFluorescein diacetate Succinimidyl Ester (ou CFDA SE)

Caractéristiques du fluorochrome Famille des traceurs
- fluorescence (2 ex. 495nm, ». em. 525nm), laser 488nm, FL1
- peu cytotoxique
- stable a long terme
- utilisable /n vitro et in vivo

/ Diffusion passive

acetate

couplage Amines des

\ Estérase : - .
- el
CFSE immce m——< Amine réactif protéines

intracellulaire
incolore
non fluorescent

Distribution équivalente de la fluorescence cytoplasme entre les cellules filles




La cytométrie en flux
Applications : exemples

Prolifération cellulaire :

CFSE intonsty

LN
104

FL1-Height (3) vs FL2- Helgl'rt (4)

103
B cells (B220)

102

101

Divisicn number Al Y \
0 1 2 3 o~

100

10° 10’ 10° 10°
CFSE intensity



La cytométrie en flux
Applications : exemples

Recherche radicaux oxygénés:

H2DCFDA

pénetre facilement dans la cellule vivante
Se couple aux radicaux libres
Produit-> fluo

(pas de liaison protéique-perméabilisation non possible)

? a 2 AN
eH,C0. Y e AOCCH, Iy
1 4 ]
[ ] i [\
= NN ! '
W : { ‘l \
e SCOOM f Ji ;
H,DCFDA R A | . = :
. ) I MO M A0 M0 W TR AN W
(nonfluorescent) = Cell membrane e 2.2 fold increase in HZCDFAS
i Hydrogen Peroxide
? 0
OO0 O O0CH, Oay O OH

1 e e [ .
T e Ocroa TW‘ o
(fluorescent) =

Legend. Jurkat T<ell ine were meated with 1 ;M staurosporine (ST8) for 2h at 37°C.
Cells were then Incubated with 1 uM H.COFA lor 20 min ot 37C and washed,

Cells (30,000 everns) were then analysed on 2 BD LSRN and data collected

In 5307300 channel 1o determine H COFA Buoresc ence. Contrel cells (unreated)
had a median K COFA Nucrescence of 307, wivle he STE apopoatic celts had & median

H,COFA Nurorescence of 72 or & 2.2 Told Increase in Nty ogen perecdide compancd 1o
controbks,



La cytométrie en flux
Applications - exemples
Recherche flux d'ions CA++, Mg:

Sondes

fhorescentes Les fluorochromes utilisés
Spécifiques d'un organite ou d'un composé cellulaire

1-Ions
Indo 1 Ex 351 Em Em

Indicateurs de Ca®* Fura2 Ex Ex

ratiométrique

Fluo3 Ex Em

Indicateurs de Mg?>* YV Mag-Fura2, Mag-Indol.. Y* Mag-Fluo4

Indicateurs de Zn®* W' FuraZinl, IndoZinl Vs FluoZin2

Autres Indicateurs d'ions métalliques S —
@ o’oiﬁ‘i’oﬁt‘tt
el 000000V News
Intensité de fluorescence o ® ‘ . Ceehaeeee
haute = rouge > orange > jaune > verte > bleu = faible g 000G @ XY
0 seedovonme
e 9000009
SeNRODOSND
cOC0VOO0
Indicateurs de Na* , K*, CI : .




La cytométrie en flux
Applications - exemples

Recherche flux d'ions CA++, Mg:

arquage de cellules T primaires avec du Fluo4

Fluorochrome perméant, Aex. 494nm, 2em. 516nm ; laser 488nm, FL1
Non ratiométrique : Intensité de fluorescence varie avec [Ca®' ),

ontrole positif : mesure du calcium présent dans le milieu

Ionomycine : ionophore déclenchant l'ouverture
de 'ensemble des canaux calciques

Iono O.1pg/ml

HBSS - 37°C

-
O
-
—
-2
o
3
U
XL
e |
U

- . 100 200 300 400

Bctiglv)ne Time: Time (512.00 sec.)

L

Response Resolution




La cytométrie en flux
Applications - exemples

Apoptose:

gerouiemen

Déroulement de modifications caractéristiques

Induction Condensation Fragmentation
TO T2h T6h

ise en évidence des différentes étapes du processus
DIOC6 <> chute précoce du potentiel membranaire mitochondrial

Annexine.V < altérations de la membrane plasmique (stade précoce-intermédiaire)

TUNEL < fragmentation internucléosomale de I'ADN (stade tardif)

Caspase-3 : Expression des formes précurseur et activée

Activiteé pe tique (substrats fluorogénes mimant le site de clivage)




La cytométrie en flux

Applications : exemples
Apoptose: ANNEXINE 5

Détection des altérations de la membrane plasmique

Distribution des phospholipides
Cellule normale : asymétrique

Cellule apoptotique :translocation PS a l'extérieure
(stade précoce-intermédiaire)

v Phospholipides anioniques
& Phospholipides neutres

Annexine V

protéine Ca2* dépendante
forte af finité pour résidus PS

Lignée U937 - Déclencheur VP16




Exemples de marqueurs spécifiques des organites
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Dosage multiplex en cytométrie en flux

L )
A FRA

‘w
- oy
e rsy
ey’
- rry
w
S N R
FL2 .-

Plusieurs analytes solubles (Cytokines,
Chemokines) ou en lysat cellulaire
(phosphoproteines) peuvent étre
analysées en multiplex 3@ partir d’un
méme échantillon.

Billes de capture de
différentes intensités de
fluorescence, chacune
coatée avec un anticorps
spécifique pour mesurer en
simultané plusieurs
analytes.




La cytométrie en flux
Applications - exemples

~x}) Dans un laboratoire clinique :

Immunophénoptypage VIH

Comptes absolus CD4

Immunophénotypage leucémies et lymphomes
cycle cellulaire

Numération de cellules progéniteur (CD34)

~m;) Dans un laboratoire de recherche :

Etudes systéme immunitaire
cellules hématopoietique
Etudes cinétiques

Détection

Tri cellulaire



La cytométrie en flux
Applications : tri cellulaire

~—> Enrichissement d'une sous population.

-——) Tri d'évenements rares (HIV-cellules dendritiques- Cellules
souches).

~> Clonage dans des microplaques 96puits (Production d’hybridomes,
receptor-transfected cell lines).

--_) Oter les cellules mortes d'une culture



La cytométrie en flux
Applications : tri cellulaire

~— Base : on sépare les cellules selon les info données par le phénotype

~— La colonne de fluidique est fractionnée et chaque gouttelette est analysée
une cellule/gouttelette

~— Selon les valeurs : on décide la séparation



La cytométrie en flux
Applications : tri cellulaire

~—> Cette séparation est obtenue par électrisation de la goutte
~— Puis déflexion par des champs électriques ou magnétiques

~—> Selon les appareils on peut trier 1, 2 a 4 population différentes



La cytométrie en flux
Applications : tri cellulaire

INFLUX

ARTA

ASTRIO-MOFLO
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La cytométrie en flux

- Historique & définition
- Principes
- Applications

- Autres



La cytométrie en flux

Evolution de la cytometrie
Cyvtométrie de masse

- Passe de 18 parametres a 135
- Caractérisation ultra fine de cellules méme trés rares
- Marqueurs biologiques sont détectés en utilisant des
anticorps munis d'étiquettes métalliques
120kD< PM des métaux> 215 kD
- Les cellules sont vaporisées dans une chambre a plasma
- la cellule génére un nuage d'ions

- Analyse par spectrométrie de masse

- Les signaux de sortie de spectrométrie de masse sont
dépourvus de chevauchement spectral




La cytométrie en flux

Evolution de la cytométrie
Cyvtométrie de masse

Tl ebwrealn X0 ailiges
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La ci’romé’rrie en flux

Spectral cell analyse

{ L‘l B
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La cytométrie en flux

Evolution de /la cytometrie

Analysss by Conventional Cell Analyzers

Moasured ¢ata Anglysis results

T e -
|| T Py

Analysis by the Spectral Cell Analyzer

Measured dala Analysis resuits

Sepaabon by unguo analyais

algorthm dovelopod by Sony

Spectral cell analyser

division des émissions de fluorescence de
tous les fluorophores par un réseau de
prismes de conception unique de Sony

en combinaison avec un photomultiplicateur
'32-canal nouvellement développé

Permet |'analyse des émissions spectrales
de pratiquement tous les fluorophores se
chevauchant en les divisant en émissions de
fluorophores individuelles avec
I"algorithme d'analyse développé
indépendamment de Sony.

Résultats attendu :
- Plus besoin de faire de compensation
- Augmentation du nombre de
déterminant



La cytométrie en flux

Sécurité

1/ Risques électriques

2/ Risques laser de classe 3

3/Risques chimiques
fluorochromes
Formaldéhyde
Parformaldéhyde

attention a I'élimination des déchets

4/Risque biologiques
aérosols






