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CYTOMETRIE EN FLUX

1. Généralités (cytométrie):
Cytométre
Hydrofocalisation
Protocoles de marquage
Fluorescence (excitation, émission)
Visualisation des résultats
Recouvrement de spectre
Optique

2. Conséquences du multimarquages en cytométrie en flux:
Compensation par la méthode des médianes
Elaboration d"une matrice de compensation
Fluorescence Minus One (FMO)

Bi-exponentiel
Dispersion de la lumiere
Elimination des doublets




CYTOMETRIE EN FLUX

. Strategy of Gating : Analyse et interprétation en cytométrie

. Nouvelles technologies spectrales

. Assurance Qualité en cytométrie

. Applications :
ImmunoPhénotypage
Cycle cellulaire
Apoptose
Expression
Activité cellulaire

. Application clinique:
Hémopathie maligne - Myélome Multiple




CYTOMETRIE EN FLUX

1. Généralités (cytométrie):

Cytométre

Hydrofocalisation

Protocoles de marquage
Fluorescence (excitation, émission)
Visualisation des résultats
Recouvrement de spectre

Optique




OBJECTIF PRINCIPAL

Caractérisation les différentes populations dans un échantillon donné

Tube de sang périphérique ) Numeération Formule Sanguine (NFS)

NUMERATION GLOBULAIRE

(SIEMENS - Advia 2120 = Cytomédrie én fiux)

Leucocytes 578 GN (4,00-10,00)
Hématies 419 T (3,00-5,00)
Hémoglobine 136 g¢d (11,5-160)
Hématocrite 41,0 % (30,0-47,0)
V.GM 98 1l (80-100)
T.GMH 323 pg (7.0-32,0)
CCMH 33,1 g/dl (30,0-35,0)

FORMULE LEUCOCYTAIRE

Polynuciéaires neutrophiles 7.2
Polynucléaires éosinophiles 2,7
Polynuciéaires basophiles 1,4
Lymphocytes 154
Monocytes 2,0

4,46 G (2,00-10.00)
0,16 GA (<00)

0,08 GA (0.00-020)
0,89 Gh (1,00-4.40)
0,12 Gh (0,20-1,00

® R R R P




Intérét de la cytomeétrie en flux

1) Permet d’analyser un grand nombre de cellules (précision de la mesure)

2) Permet de caractériser des sous-populations cellulaires (sous-populations
lymphocytaires)

3) Détecter la présence de cellules rares (cellules souches)

4) Détection et caractérisation des cellules anormales (cellules cancéreuses)

5) Déterminer des antigenes membranaires, intra-cytoplasmiques et nucléaires

6) Calculer le taux de prolifération cellulaire (diverses phases du Cycle Cellulaire)
7) Déterminer la viabilité des cellules (apoptose)

8) Le tri cellulaire (cellules d’intérét pures)




Caractéristiques de la cytométrie en flux

Cing caractéristiques:

1) Analyse quantitative (atout majeur par rapport a la microscopie)
2) Sensibilité de détection

3) Vitesse d’acquisition (jusqu” a 30 000 cellules /seconde)

4) Analyse simultanée de plusieurs parametres

5) Le tri cellulaire




DEUX GRANDS TYPES D’EQUIPEMENT
EN CYTOMETRIE

Cytomeétre Trieur a haute vitesse

(analyseur) (Trieur)

BD LSRFortessa™ X-20 BD FACSAria lll
Special Order Product




Qu’est ce que la cytométrie en flux”

& ol / \ Systeme

Mesure fluidique

C’est une technologie permettant la mesure simultanée de plusieurs
caractéristiques physiques d’'une cellule.

Quelles sont les informations sur la cellule
apportées par la cytométrie en flux ?

1. sa taille (Forward Scatter) = FSC
2. sa granularité (Side Scatter) = ssC

3. son ou ses marqueurs spécifiques associés a une ou
plusieurs fluorescences.




Comment analvser toutes les cellules
dans un mélange hétérogene?

b Principe du centrage hydrodynamique

Liquide de gaine Echantillon d’échantillon
(vitesse constante) O par injection

Buse (70pm) | ‘ Granularité
' Réfraction (90°)

Pression

Liquide de gaine La cellule aille (petit angle)

> | Diffraction réflexion

Pression
Liquide d’échantillon




Comment analyser toutes les cellules
dans un mélange hétérogene?

b Principe du centrage hydrodynamique

Liquide entraineur =:=4.’ Echantillon par injection

(vitesse constante) is

Sens de passage |

des cellules Granularité

Réfraction (90°)

<4 Aiguille
d’injection - Taille (petit angle)
\ - Diffraction réflexion

m  ECHANTILLON




Représentation graphique de 1’échantillon

HISTOGRAMME
Réfraction
SSC o
Fluoresconces  TEXTURE CELLULAIAE =1 Echelle Logarithmique
Y Bvanih Fluorescence

% Diffraction

FSC .
o
O

REFLEXION
DIFFRACTION,
“OMBRE CELLULARE",
TAILLE,

AIRE DE SECTION .

10° 10° 10°
FITC 7 FITC



FLOW CELL (Chambre de lecture)

ROUGE

Lasers Colinéaires
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FLOW CELL (Chambre de lecture)

Réfraction

SSC

Fluorescences TEXTURE CELLULAIRE
’ f GRANULOSITE

FSC = Forward Side Scatter
SSC = Side Scatter

® Diffraction

FSC

REFLEXION
DIFFRACTION,

"OMBRE CELLULARE",

TAILLE
AIRE DE SECTION .

ROUGE

¢ BLEU , VIOLET

Sens de passage
Laser (s)

FLOW CELL
e




SPECTRE D’EMISSION et D’ABSORPTION de DIVERS FLUORCHROMES
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Immunotypage des cellules en cytométrie en flux

Anticorps couplés a des Fluorochromes

Anticorps

Chaines lourdes

Chaines légéres

3 types Anticorps (Ac)

Fluorochromes

COOH COOH

—

Flacons
Cytomeétrie

Divers Fluorochromes




Immunotypage des cellules en cytométrie en flux

Grand nombre de Combinaisons Anticorps couplés a des Fluorochromes

Flacons
CD3 = Antigene spécifique des lymphocytes T Cytométrie
IgG = PE, FITC, PerCpCy5.5, PeCy7, APC, Brillant Violet,

IgM = PE, FITC, PerCpCy5.5, PeCy7, APC, Brillant Violet,

IgA = PE, FITC, PerCpCy5.5, PeCy7, APC, Brillant Violet,

Exemple:

Anticorps anti CD3:
IgG1 Souris anti-humain couplé a un fluorochrome PE
(Antibody Mouse anti-Human IgG1 PE)




Les Fluorochromes

Définition: un fluorochrome est une substance chimique capable d’émettre de la
lumiere de fluorescence apres excitation (laser)

1) Fluorochromes conjugués :
Anticorps couplés directement a un seul fluorochrome (PE, Fitc, APC)

2) Fluorochromes conjugués a un tandem:

Anticorps couplés directement a un couple de deux fluorochromes
(Pe-Cy5, APC-Cy?7)

3) Fluorochromes Nucléiques: Marqueurs des acides nucléiques (Dapi, Hoescht, IP)

4) Fluorochromes de fonction : Marqueurs de fonctions cellulaires (Indo 1)

5) Fluorochromes rapporteurs: Protéines fluorescentes (Green Protein Fluorescent)




PRINCIPE DE FLUORESCENCE
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SPECTRE D'UN FLUOROCHROME

PMT FITC

102 Fluorochrome FITC Pic Excitation

/

= 495nm \ Pic Emission
\ —_
80 - S ba \ = 561nm
Courbe d’excitation & //
N N Spectre d’émission
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Wavelength (nm)

Longueur d’onde d’émission plus grande que la courbe d’excitation,

mais d’énergie plus faible




Comment caractériser les populations
et sous-populations cellulaires de 1’échantillon ?
LASER

l\ rqueur fluores b
'/ Anticorps anti-
Fluorescence Immunoglobullne \ /

Streptavidine

Fluorescence

Anticorps spéclfiqy \ Biotine
Antigéne
CELLULE

Signal lié a un antigéne membranaire
ou un intra-cytoplamique
Besoin de nombreux antigenes

Peu de bruit de fond
DIRECT INDIRECT

IMMUNOMARQUAGE ASSOCIE A UNE FLUORESCENCE

Amplification du signal et du bruit de fond
Peu d’antigenes




SPECTRE D’EMISSION et D’ABSORPTION de DIVERS FLUORCHROMES

Courbes d’excitation correspondant a 8 fluorochromes différents

Laser UV  Laser Violet Laser Bleu Laser Rouge
(375nm) (405nm) (488nm) (633nm)




CYTOMETRE

FLUOROCHROME

FACSCanto Il
3 lasers

Solid State

HeNe

Solid State®

Bleu

Rouge

Violet

Orange

Far Red
Infrared

PE-Texas Red®"®

FITC Alexa Fluor® 488

PerCP-Cy5.5

PE-Cy7

Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 700°

BD APC-H7 APC-Cy7
BD Horizon™ 500°
BD Horizon™ V450° | Pacific Blue™?®

FORTESSA
4 lasers

Solid State

Solid State

Solid State

Solid State

488
Bleu

Vert

Rouge

Violet

Orange

Infrared
Orange
Infrared

Far Red
Infrared

FITC

PE-Texas Red®
PerCP
PE-Cy7

PE-Texas Red®
PE-Cy5°

= a7

APC?

Alexa Fluor® 700
BD APC-H7

BD Horizon V500
BD Horizon V450

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 647

APC-Cy7
Pacific Blue™

PE-Cy5? PerCP-Cy5.5



PRINCIPAUX FLUOROCHROMES UTILISES en CYTOMETRIE

Fluorescence
Emission Ex-Max Excitation Laser Line Em-Max
Fluorochrome Color (nm) (nm)* Numéros dES TR
IS eaigee¥A Hoechst 33342 350 355, 375 ANUmMeEros des canaux

BD V421 Brilliant Violet 421 407 405 de fluorescence
BD V450 BD Horizon V450 404 405 dans un cytométre
IR=Yailatels] (b= Pacific Blue™ 401 405
BD V500 BD Horizon V500 Green 415 405
AmCyan 457 405
Alexa Fluor® 488 Green 495 488
FITC FITC Green 494 488 FL1
PE PE 496, 564 488, 532, 561 FI.2
BD Horizon PE-CF594 J0o 496,564 488,532,561
P PI - Orange  [JESY 488, 532, 561 FL2 /FL3
7-AAD Red 543 488,532, 561 FIL3
APC! Red 650 633, 635, 640 FLA
Alexa Fluor® 647 Red 650 633, 635, 640
PE-CyT™™5! Red 496,564 488,532,561
PerCP Red 482 488,532

Fluorochromes

PeGC—CyS 5 PerCP-Cy™S5.5 Far Red 482 488, 532
Alexa Fluor® 700 Far Red 696 633, 635, 640

Pe-Cy7 PE-Cy™7 OIS 496,564 488, 532, 561
APC-Cy7 APC-Cy7 Infrared 650 633, 635, 640
BD ARC-H7 HE! 650 633, 635, 640




Phénotype Cellulaire et Cluster de différenciation (CD)

Toutes les cellules possedent des antigenes de surface qui peuvent €tre reconnus par des anticorps.
Les cellules expriment différents antigenes suivant leur maturité et leur lignage
Ces différents antigenes vont donc aider a les caracteriser:

déterminer le type cellulaire

et le stade de maturation

Ces antigenes sont appeles:

« Cluster of Differentiation » « CD suivi d’un chiffre»

International WorkShop and Conference
on Human Leukocyte Differentiation Antigens  (HLDA)




CLUSTER OF DIFFERENTIATION

Key Key
Antigens- Antigens-
Human Human

CD3
CD4 Monocyte Chs3
CD8

CD19
CD20 Granulocyt CD66b
CD41

CEi e
Platelet CDo61
CD123 @®

CD56  Erythrocyte &9  CD235a

CD34 Endothelial i CD146

CD14 Epithelial @ CD326




International WorkShop and Conference
on Human Leukocyte Differentiation Antigen (HLDA)

Lymphocytes in Blood

CD19+ i —
cp2+ B cells ' T ——=LNK cells cD3-
T cells CcD3+ I
CD5+ CD5- 0 ECD16+CD56—

CD 23+ _CD4-CD 8- CD16+CD56+
CD 23- CD16-CD56+

— CD45RB +
mCD 45 RB-
Ty (CD4+) Tc/s (CD8+) cpgdim

S

\ o / \ .
Memo( Wty Memory Naive |:232+

L CD11a+ <CD60+ L CD11la+ <CD60+ v5 T cells

CD60- CD60-
\ATE:
| CD11a- <CD6()+ | CD11a- <CD60+ — V52 < \ATE

__ V31

L CD45RA + CD57+ L CD45RA + CD57+

CD57- CD57-




Représentation graphique Monoparamétrique
(un simple marquage cellulaire avec un seul fluorochrome)

Cellules

Tube — | Négatives

Négatif

FITC non spécifique

ole FITC

Cellules
Négatives




Représentation eraphique Bi-Paramétrique
Deux fluorochromes

Exemple d’'un marquage en 2 c

~

3




MULTIMARQUAGES D'UNE CELLULE

Marquage d ‘une cellule en 4 couleurs FITC/PE/ECD/PC5

Laser Bleu ECD

j Fluorescence Forte
DE /R I \ Fluorochromes
Q PCS O FITC pourlaFL1

& \ @ Ecp pourlaFL3
FITC

Fluorescence Faible b PC5 pour la FL4

Problemes:

“Encombrement stérique (nombre d’anticorps maximum sur une cellule) = Faux Négatif
“Possibilité de FRET (Fluorescence Resonance Energy Tranfert) = Faux positif




SPECTRE D'UN FLUOROCHROME

FITC (IsoThioCyanate de Fluorescéine)

PMT FITC

100 — /N
Fluorochrome FITC A 530/30 Pic Emission
o b \ —_—
80 Courbe d’excitation \ N =561nm
~ \
o N o \ L o .
Pic Excitation ~ K \ Spectre d’émission
8 \
60 - =495nm )/
/
Ve
7
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40 , Vs / \
, \
/ \
20- 7
.- LASER \
__________________ e BLEU 488 AN
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Wavelength (nm)

La fluorescence émisse sera détecter par le PhotoMultiplicaTeur (PMT)




FLOW CELL (Chambre de lecture)

Fluorescences:
FITC / PE / PE-CF594

e RerCpCy5.5/ PECy7

wEluorescences:
( -ViéLSO / AmCyan / Brillant Violet
=] e
* Fluorescences:
DAPI / Indo

Fluorescences:
APC / APC Cy73&
APC-Alexa750

Sens de passage
des cellules




FLOW CELL (Chambre de lecture)

Entrée
de la fibre optique

Bleu

Violet 1. o ,
uv J——— &«’@A"

Emission de
Fluorescense
Sens de passage

des cellules ‘i&f ‘

i§{

., B o
!"

=




SYSTEME OPTIQUE = FILTRE + PMT

Pw \ Fluorescences:

V450 / AmCyan / APC / APC Cy7
Brillant Violet . APC-Alexa750

LASER VIOLET LASER ROUGE




PHOTO MULTIPLCATEUR (PMT)

LASER BLEU
A
!

Filtre /Miroir 550nm Long Pass I & g Filtre/Miroir 735nm Long Pass

QQ\Q*‘ PMT 780nm /60 (720-840)

; -~
B ,
-




PHOTO MULTIPLCATEUR (PMT)

e

photon
incident

Principe d| °

Cytometer - LSRII (1)

3

~ Threshold ~ Laser ~ Comoensation  Ratio
} Status ] Nus
Parameter Voltage \ v
¢ FSC 250 N
¢ S5C 300 '
-
¢ PE 500 v
¢ PerCP-CyS-5 500 [
¢ PE-Cy7 ‘U ; v
Delete

Cytometer Connected

connecteurs
electriques

JUUTH

tiplicateur

tentiel




Conversion des signaux

Source

Lumineuse

C

Intensité
(volts)

A
10

Unités
arbitraires
A
10244

Photomultiplicateur

Conversion

CELLULE : Unités arbitraires

L1111 1@ ||

L1111 1@ ]

LIl 1] e ]

Illllli_l_

IIIIII&_I_

Nombre
de
cellules




Transformation du signal optique en numérique

Etape 1 TOUTES les Etape 2

Fluorescences

P |
Fluorescence ‘ »

Une Seule
Fluorescence

Filtre

Miroir Long Pass
Dichroique

Etape 3 Etape 4

Intensité électrique

PhotoMultiPlicateur (Voltage) en fonction du temps Fréquence d’intensité

Fluorescence ——  Highwoltage

Photomultiplicateur 1 2 3 l 4 56 7 --




Conversion des signaux

Nombre d'évenements (cellules)/canal

Intensité du paramétrede 0 a 1024

Fréquence Histogramme




19-PE

Représentation Mono et Biparamétrique

IMMUNOPHENOTYPAGE DE SANG TOTAL

DOT PLOT (Bi-Paramétrique)

30052412 LMD _Lymphocytes |

4
10 }18.11

4

0
B dm phocytes

038%

102 B T lymphocytes
10" ] g -,
o TR e 66 39%
O " : :.. ; : ‘
10°° : 5 '
10° 10" . 10° 10°

HISTOGRAMME (Monoparamétrique)

Echelle Logarithmique
Fluorescence (FITC)

10°
FITC/FITC



DELAI DE LASER

Sens de passage de la cellule
; d | Information Laser bleu temps =0
Information Laser bleu temps =1
Information Laser bleu temps =2

Information Laser bleu temps =3

Le logiciel de cytométrie rassemble ces informations (t0;t1;t2;t3)
pour les associer a la méme cellule




Sens de passage de la cellule

Bleu } Information Laser bleu temps =0
Violeted L L M Information Laser bleu temps =1
[OAY " === Information Laser bleu temps =2

Rouge gt = Information Laser bleu temps =3

4 4 i
10% 5 . 10" T ep138++ 60K
10+ 10% 4 appa 103 | CD38++
{CD19 - & CD194 ] Monoclonpl| 40K |
Laser Bleu W.521cp00- W Cp2odro?] pe CD45 -
0 20K 1 CD45 +
; e ] e 0 «f‘b‘“ﬂ. .
a2 and andl 0 10" 102 10° ao' 102 10> 10*
13.48 96.5 1100 . 0.0423 10 i2.52 - 97.5
Laser Rouge R,,31 10 10°]
. .| CPU7- . CD200+
102+ — 102+ - 102 '
10" 4 96.4| 10" E ? 107 : 97 TumOI‘ Cells
(OE Of 04
. :1 162 103
Laser UV B Normal B cells
. Phase S
, ° ° ,
1 Détermination du phénotype complet
10" 7 T
o/ ¥ DAPI(ADN) pour chaque cellule

(0] 20K 40K 60K



ImmunoPhénotypage en Cytométrie en Flux

Evaluation des lymphocytes T (CD3) dans un échantillon de sang;:

Tube de sang périphérique ) Numeération Formule Sanguine (NFS)

YVANRS O fivenean

NUMERATION GLOBULAIRE Giga/Litre

(SIEMENS - Advia 2120 - Cytomérie én flux)
Leucocyles @ (4,00-10,00)
Hématies a1/ (3,00-5,00)

Hémoglobine 136 gd (11.5-160)
Hématocrite 410 % (30,0-47,0)
V.GM 98 i (80-100)
T.GMH 323 pg (27.0-32,0)
CCMH 33,1 g/l (30.0-36.0)

FORMULE LEUCOCYTAIRE

Polynuciéaires neutrophiles ‘ it 446 GA (2,00-10.00)
Polynucléairos éosinophiles ‘ d 0,16 GA {<0,60)
Polynuciéaires basophiles ? ’ it 008 G (0,00-0.20)
Lymphocytes i 0,89 G/ (1,00-4.50)
Monocytes 2 i 0,12 G/ (0,20-1,00)

1 Giga (1.10°6 cellules) / Tube mmmm)p Tube controle / tube test




Immunophénotypage en Cytométrie

* Les leucocytes du systeme immunitaire (Monocytes, lymphocytes B, NK,
macrophages, cellules dendritiques, neutrophiles, éosinophiles, basophiles,
mastocytes) présente a la surface de leurs membranes cellulaires une protéine
transmembranaire (Récepteur Fc = Fragment cristallisable) contribuant aux
fonctions protectrices.

Récepteurs Fc se lient a la partie Fc des anticorps qui ont opsonisé (« enrobé ») les
pathogenes, ce qui activent les cellules immunitaires dépendantes des anticorps

Réponse Immunologique Echantillon de Sang

Probléme
Risque de faux positifs Récepteur Fc Libre
(fluorescence positive)
via la fixation de la partie Fc \\
non spécifique des anticorps Recepteur Fo
de cytométrie




Saturation des Récepteurs Fc

Saturation des récepteurs Fc avec les anticorps « naturels » présents dans le sérum
= éviter les fixations non spécifiques de la partie Fc des anticorps de cytométrie

Eviter les F itif
Anticorps ﬁFluorochrome Situation ( ter les Faux pOSt S)

Cytométrie

N a éviter

e Récepteur Fc (FcyR)

Monocytes
Cellules présentatices d'antigenes

h Ajouter PBS / Sérum 10% (Anticorps naturels présent dans le sérum) aux

cellules pendant 10 minutes a +4°C

Anticorps
Sérum ﬁ
Saturation des Récepteur Fc Fc *%EE

e Récepteur Fc (FcyR)

Monocytes
Cellules présentatices d'antigénes




Immunophénotypage (Notion d’Isotype)

=) Tube controle:
Marquage anticorps Isotype couplé le méme fluorochrome ( Isotype Contrdle)

Isotype controle = anticorps NON Spécifique couplé avec le méme fluorochrome
et de méme isotype que l'anticorps spécifique de I’antigene utilisé dans le tube test
Exemple1: isotype IgG1 Fitc
Exemple 2: isotype 1gG2a PE

mm) Tube test:

Marquage Anticorps couplé fluorochrome (Antigene Membranaire)
Exemple 1: IgG1 Fitc anti-antigene A
Exemple 2: 1gG2a PE anti-antigéne B

b Utilisation du méme isotype d’anticorps et le méme fluorochrome
dans le tube controle et dans le tube test




Immunophénotypage en Cytométrie = Marquage CD3 FITC

1. 10°6 cellules |= 1. 10°6 cellules
33/
mmp Saturation Récepteur Fc:
Incubation PBS / Sérum 10% pendant 10 minutes a +4°C

Tube controle 2 IgG1 FITC Tube test
® -,
D

=) [mmunoPhénotypage:
* Tube controle: Ac Isotype Controle = 1gG1 FITC
* Tube Test: Ac IgG1 anti-CD3 FITC

mmp | avage PBS: Enlever I'exces d” Anticorps non marqués = faux positifs

mm | ecture / Enregistrement au cytométre = Acquisition / Record

o (Fichier cytométrie = FCS = Flow Cytometry Standard)




Protocole d’'un immunophénotypage avec un seul fluorochrome

Sang périphérique ‘ Comptage de la concentration cellulaire

Tube controle l Q;fllléag ’censt1
° . 10°6 cellules
1. 10°6 cellules Q l...

® @

Saturation Récepteur Fc

Tube test

Anticorps : Anticorps

Isotype 03
Immunomarquage yP 2 , IgG1
IgG1IPE [ - & ' CD3 PE

-
S
e Tube test




Immunophénotypage en Cytométrie = Marquage CD3 FITC

Immunophénotypage MonoMarquage (1 seul fluorochrome)

CD3 FITC

ISOTYPE FITC CD3 FITC




Protocole immunophénotypage MonoMarquage (1 couleur)

1) Configuration Cytométre:

* Vérification de la présence des lasers correspondant aux courbes d’excitation du fluorochrome
* Vérification de la présence des PMT correspondant aux courbes d’émission du fluorochrome

2) Saturation des récepteurs Fc:

* Saturation par les anticorps présents naturellement dans le sérum

3) MonoMarquage:

* Utiliser le méme isotype Ig entre le tube controdle et le tube test

5) Acquisition:

* Passage des cellules dans le cytométre

6) Analyse:

* Interprétation des résultats




CONCLUSIONS (Partie 1)

Cytomeétrie : systeme fluidique # Microscopie

Principe hydrofocalisation (cellules sur une seule ligne)
Lasers (longueur d’onde unique) du cytométre
Fluorochromes : courbe excitation propre a chaque molécule
Courbe Emission spécifique de chaque fluorochrome
Systéeme optique: Filtre + PMT + Miroir dichroique

Simple marquage 1 seul fluorochrome:
= Saturer les récepteurs Fc des cellules
« Méme l'isotype des Ac entre le tube négatif et le tube positif

Transformation du signal (photons) en « pulse » électrique, puis en
numeérisation

Analyse quantitative et qualitative des populations cellulaires

Représentation graphique en échelle linéaire des mesures physiques
(FSC/SSC)
Représentation Logarithmique pour les intensités de fluorescences




CYTOMETRIE EN FLUX

2. Conséquences du multimarquages en cytométrie en flux:

Compensation par la méthode des médianes
Elaboration d"une matrice de compensation
Fluorescence Minus One (FMO)
Bi-exponentiel

Dispersion de la lumiere

Elimination des doublets

Comment résoudre ces différents problémes
afin de constituer un panel multicouleurs ?




Problematique liées aux spectre d’émission des fluorochromes

Problématique:

Les émissions de fluorescence générés par 1'excitation des lasers sur les fluorochromes
couplés aux anticorps peuvent engendrer des superpositions de spectre d’émission
fluorescent créant des faux positifs.

On ne peut pas utiliser le cytométre tant que ce probleme de « chevauchement »
de spectre d’émission n’est pas résolu AVANT toute analyse.

Pour cela, il faut créer une « matrice de compensation » comprenant tous les spectres
d’émission de tous les fluorochromes utilisés pour I’analyse.




COMPENSATION : Quand et Pourquoi ?

2 fluorochromes AVEC Chevauchement de spectre d’émission
Obligation de réaliser une compensation

Chevauchement de spectre

d’émission entre deux
fluorochromes (PE et FITC)

Nécessité d’utiliser
une Compensation
entre ces deux fluorochromes
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COMPENSATION : Quand et Pourquoi ?

4 fluorochromes SANS et AVEC chevauchement de spectre d’émission
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RECOUVREMENT DES SPECTRES D” EMISSION de DIVERS FLUORCHROMES

Laser Bleu
100

60 1

40 -

20 -

0 -
500

zoomea...467 - 843

ecouvrement des spectres

y /\ h Multiples Compensatio

MATRICE DE COMPENSATION Multimarquages

480

zoomeg...4g7 - 690

500 560 580

Wavelength (nm)



PRINCIPE DE RECOUVREMENT DES SPECTRES DE FLUORESCENCE

LASER s EXCITATION ) FMISSION s CAPTEUR (Filtre+PMT)

-~ "LASER BLEU

Filtre + PMT

/ Courbe d’émission:

'Energie plus faible
Longueur d’onde plus
grande

FAUX POSITIF
EN PE (FITC)

1 1 1
300 350 400 450

1
500

1 1
550 00 650

Emission FITC :500/600 nm '



PRINCIPE DE FLUORESCENCE:

LASER s EXCITATION mmmmmmmmp EMISSION mmmmmmmmp CAPTEUR

Filtre + PMT

g -./\mm |

1~ ‘ PE

80 — Courbe d’excitation PE FIT,.C ~
60 -

| Courbe d’émission:
40 - PAS DE POSITIF Aer ie plus faible

LASER BLEU J glep
K lus grande
20 + “c{ ‘-.\\\ P gr
0 T T T — T ; T T
300 350 400 450 500 550 600 650

Wavelength (nm)



PHOTO MULTIPLCATEUR (PMT)

Emission FITC : / Détection = 100%

500 - 600 nm
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METHODE DES MEDIANES (COMPENSATION)

Specimen_001-Tube_001

Specimen_001-Tube_001

Tube \%r

1] 10
FITCc-A 16436

 seul (FITC)

1 3

Q3
Seuil K

Q4
Qsitif PE

Experiment Name: Experiment_014
Specimen Name: Specimen_001

Tube Name: Tube_001
Record Date: Dec 7, 2004 4:40:44 PM SANS
FOP: jeanpierre
FITC-A PE-A PerCP-Cy5-5-A COMPENSATION
Population hMedian Median Median
M F 16,123 4,745 187
= @1 e e e

R
49

X ez iriaaid e
X a3
& as CEHIRED,

Median PE + (4852) - Median PE - (221)

Median Fitc + (16436) - Median Fitc - (137)

Experiment Name: Experiment_014
Specimen Name: Specimen_001

Tube Name: Tube_001
Record Date: Dec 7, 2004 4:40:44 PM
$OP: jeanpierre AVEC

FITC-A PE-A PerCP-Cy5-5-A COMPENSATION
Population Median Median Median .
M P 16,123 184 187 30 % Fitc dans Pe
B @1 e e

g Q2 i R, pisis s g
X ez 184 49
X ea 185




Conséquences de la méthode de compensation par la médiane

Under Correctly Over
Uncompensated Compensated

PE (isotype)

FITC [CD3]

Correct Too Much : Too Little
Compensation ] Compensation | Compensation
B C A B :

<€— Valeurs négatives en Fluorescence !!!!

b Y




Utilisation du bi-exponentiel
pour les populations proches du zéro

Bi - Exponentiel

Biexponential function: f(x) = a e>* - ¢ e

ECHELLE LOG

Transformation en bi-exponentiel
4
107

10°4 554 44.6

107 -

CD20 APC AFT750

CD20 APC AF750

CD19 ECD

CD19 ECD



RECOUVREMENT DES SPECTRES D” EMISSION de DIVERS FLUORCHROMES

Laser Bleu
100

80 1

60 1

40 -

500

zoomea...467 - 843

ecouvrement des spectres

/,f\ I — Multiples Compensati

Multimarquages

Comment réaliser une « Matrice de compensation » ?

480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680

zoomea...4g7 - 690

Wavelength (nm)



FMO . ,
. Isotype | Pas de chevauchement de spectre

FITC . .
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Problématique des chevauchement des spectres d’émission

lors des analyses en cytométrie en flux

Cas d’'un Double marquage FITC et PE

Filtre + PMT
L N (EaEYy 585/47
Courbe dexcitation FITC| | [
80 ’; | FITC PE
4 . Courbe d'émission:
60 - ' /
Tube contenant FITC SEUL (sans PE) 4 ‘ Energie plus faible

5 = Longueur d'onde plus

grande

FAUX POSITIF
EN PE (FITC)
20 1
L4 / ‘
" "~~~ LASERBLEU Q ||
300 30 400 50 50 550 St 650 .
Emission FITC:500/600nm ! SANS compensation AVEC compensation

Probleme de chevauchement de spectre ‘ Obligation d'une compensation



Cytometer - LSRII (1)

Tube _ : Matrice de compensation
Controle “| ' Threshold Laser ~ Comoensation  Ratio pour 7 fluorochromes:

Ul | status _] Wiiian i FITC
By PE

Parameter Voltage \ b Lt ECD
250

FSC PECy5.5
APC
APC-Cy7

PE
PerCP-Cy5S-5

PE-Cy7 v
— A | e b b b By
I}  Réglages de l'intensité 1s les fluorochromes

| de fluorescence des

Isotypes négatifs
par le Voltage des PMT

ins la premiere décade




La matrice de compensation en cytométrie en flux

_ CD4s Fic Celis' R1-10000= (Cells: K1) CDAS Fitc Cells- R1=10000> (Celis: R1) CDA4S Fitc Cetis- R1=10000> (Celis: R1)
.
. ,
ube Fitc + seu s S R

CD45 Pe Cens: R1=10000> 10000> (Ceus” R1) 3 = ) CDas Pe Celis: 0000= (Cells: R7)

<oDas Pe o~ cDas Pe Cells: R 0 ) 4 (cells: RT)
g9 ———————————————————— 218

SANS TOUCHER AUX VOLTAGES DES FLUORESCENCES




La matrice de compensation en cytométrie en

CD4s Pe Cells R1= CDA4s Pe Cells: R1=10000= (Cells: R7) ©D4s Pe Cells: R1=10000= (Cells: R7)
s81 —_— 225

0000> (Celis: R1)

SANS TOUCHER AUX VOLTAGES DES FLUORESCENCES




D45PeCy55 Cefis: R1=10000>

CD45PeCy55 Cells: R1=10000= (Cells' R1)
PErS

Tube PeCy5.5

102
FITC Log

Conmt
s05cg

PA5SPeCy5S5 Cefis: R1=10000> (¢ CD45PeCy55 Cells: R1=10000> (Cefis: R1)

.l ECD .| PeCy7

D45 PeCy7 Cells' R CD45 PeCy7 Cells: R1=10000= (Cells: R1)

Tube PeCy7 =| "
o) £5% 8312 1

P45 Pecy7 Cells: R1=10000> (C:
b2

CDA45PeCysS Cells: R1=10000= (Cells: R1)

'eCySS Cells: R1=10000> (Cels

D45 PeCy7 Cells” R1=10000> (Celis: R1)

Regon
Totsl
=

CD45 PeCy7 Cells: R1=10000> (Celis: R1)

La matrice de compensation en cytométrie en

CDA45PeCysS Cells: R1=10000= (Cells: R1)

CDA4SPeCySS Cells: R¥10000> (Cells: R1)
245

- APC-Cy7

R8

102 102
APC-AF750 Log

CDA4S PeCy7 Celis- R1=10000> (Celis: R1)

egen
otai
e

CDA45 PeCy7 Celis: R1=10000> (Celis: R1)
232

- T
1o 102 102
APC-AF750 Log

4122 «1.22

SANS TOUCHER AUX VOLTAGES DES FLUORESCENCES




La matrice de compensation en cytométrie en flux

Tube MultiCouleurs (7C): Mélange tous les négatifs et tous les positifs dans un méme tube

verTf DAKO Cells: R1=10000= Verlf DAKO Cells: R1=10000= (Cells: R1)
256 - _ 425

| mEagmes sl | NEG .| NEG

2117

vent DAKO Cells: R1=10000> (Celis: R1) vent DAKO Celis: R1=10000= (Celis: R1)
i 282

Counts
caunts
Caunts

105

0= 1o im 102 102 0=
PE-L=2g

Coumt 5% His Medan Reaon

Count %€ Hist Madian Regon Count % Hist Modan
ot 1C02C 10C.D0 .21

rvoon e e oo SANS COMPENSATION ! & " & =

NEG

Verf DAKO Cefis: R1=10000> (Celis: R1)
2601 2701

NEG NEG NEG

201 202

= 134

a
o
Counts

67

i o-
102 10 1ce

PE-Cy7 Log APC Log APC-AF750 Log
Region Coure 9% Hist Vodsia~ Region Count %% Heox MWedan S|egon CToun % Hist PASCian S|egon Count % Hist veoska~
Totsl 10000 100.C0 T.20 Total 102Co 1c0ca a72 Total 10000 1Cc0.0C .83 Total 10000 t0C.D0 20.81
RS <238 420 43.00 Ra 3052 .03 *53.83 R7 443 “s 38 o3 RS 5773 57.73 725

SANS TOUCHER AUX VOLTAGES DES FLUORESCENCES




Calcul automatique de la matrice de compensation (software

Verif DAKO (G2. R1 & R2) Vernf DAKO (G2: R1 & R2)

Verif DAKO (

MONTPELLIER

CORRECTE COMPENSATION ©zris.

Verif DAKO
= = q 4 —
e | Venf DAKO (G2 R1 ... L e 10 .
i 104 = 3~ ] 3 = 3- o
192 ' 5 B i g / ks ! 8 10°
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verif DAKO (G2: Rt & R2) Verf DAKO (G2 F SUR COMPENSATION erif DAKO (G2: R1 & R2) Verif DAKO (G2:- R1& R2)
1 4 4 4
1071 Venf DAKO (G1:- R1) Venf DAKO (G2:R1.. 2 10 10% e 10
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-1080' 102 10° 104 0 64 128192256 -1080" 102 103 104 -1000' 102 10° 104 -1080" 102 105 104 -1080! 102 102 104 10807 102 103 104
PE VisiComp Pulse Width PE VissComp PE Vis«Comg PE VisiComp SOUS COMPENSATION £ VisiComp
Verif DAKO (G2: R1 & R2) Verif DAKO (G2. R1& R2) Verif DAKC (G2: R1 & R2) G2.R1&R2)
4 4 4 - 4
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Verif DAKO (G2: Rt & R2) Verif DAKC (G2: R1 & R2) Verif DAKO (G2: R1 & R2) Verif DAKO (G2: R1& R2)
104 ) ) 104 104 a 104
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Correction ma Inspector - Cytometer Settings

FS Uin

Verif DAKO (G2: R1 & R2)
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-1080' 102 10° 104
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Probleme lié a la dispersion de lumiere « effet trompette »

MATRICE CELLULES

APC + ECD -

| Seuil APC

CELLULES

. | APC ++ PeCy5.5 -

Seuil APC




CD45FITC CD45 R-PE ] CD45TC 3 CD45 PE-Cy5.5 CD45APC

80 120 160 200
. h L

Events

30 60 90 120 150
) s ) L N

40

0 30 60 90 120 150 180
L s L . L .

Intensity

Staining Index = SI
Ratio = MFI Positive - MFI Negative /2 Standard Deviation Negative

APC > PE > PeCyb.5 > PeCy5.5 > TC> FITC

Choix des couleurs en fonction du rendement quantique




Difference entre Excitation et Emission

]

Lasers = lignes verticales
Cytométre

= mm
Ny,
-

Partie

Courbes excitations = Courbes . .
Excitation

) Nature propre du fluorochrome

Excitation/Emission (%)
o E N EEEEEEEN
"""""""'-r.

1
|
\
N,

Courbes émissions = Courbes
PMT = Rectangles

Partie
Emission

= (ve) |\ Réglages:
I * Voltages des PMT

* Matrice de compensation

Excitation/Emission (%)
- E E E N NN EEEEEEEEEN

Wavelength (nm)




PRINCIPE PANEL MULTICOULEURS CYTOMETRIE

PANEL = Choix des fluorochromes pour chaque antigene

. Identification de la population cellulaire recherché au sein d’un échantillon (sang ou moelle):

Pourcentage des diverses populations cellulaires au sein de ’échantillon

Nombre d’antigene cellulaire

Rendement quantique des Fluorochromes

Pourcentage et la dispersion de lumiere lors de la compensation entre les fluorochromes
Lasers et PMT disponible du cytométre

‘ Panel cytométrie = Panel pour chaque type d’analyse

2. Rechercher les biomarqueurs spécifiques a I’intérieur de la population recherchée:

—> Connaitre les antigénes spécifiques de la population recherchée

3. Utilisation d’un Fluorescence Minus One « FMO »: « Controle Négatif pour Multimarquage »

FMO = mesure du niveau de fluorescence dans un canal donné apportée
par tous les autres fluorescences ne portant pas 1'antigene d’intérét




Elaboration d’un Panel en Cytomeétrie

Liste des fluorochromes:
FITC / PE / PE-CF594
Laser Bleu (488 nm) PerCpCy5.5/ PECy7

Brillant Violet (V450)
Laser Violet (405 nm) Pacific Blue / AmCyan

APC / APC Cy7/
Laser Rouge (633 nm) APC-Alexa750/ APC-H7

Liste des antigenes pour les leucocytes:

CD45 = Présent pour tous les leucocytes

% Populations Leucocytes Moelle osseuse:
CD15 = Granulocytes (45 a 70%)

CD3 = Lymphocytes T (20 a 40%)
CD19 CD20 =Lymphocytes B

CD14 = Monocytes (2 a 8%)

CD16 CD56 =Natural (0,5%)

CD138 = Plasmocytes (0,5%)

Rendement Quantique des fluorochromes:

Fluo Fort =PE PeCy7 PeCF594 APC
Fluo Moyen = PerCpCy5.5 AmCyan

Fluo Faible = FITC

Nombre d’Antigéne présent sur une cellule:

+++ = Forte Présence
++ = Moyenne Présence
+ = Faible Présence

CD45 +++ = Présent pour tous les leucocytes
CD15 ++ = Granulocytes

CD3 ++ =Lymphocytes T

CD19 CD20 ++ =Lymphocytes B

CD14 ++ = Monocytes

CD16 CD56 + =Natural

CD138 +++ = Plasmocytes




Elaboration d’un Panel en Cytomeétrie

Elaboration Panel de cytométrie pour caractériser chaque population au sein des leucocytes selon :

Le pourcentage d'un antigene membranaire
Le niveau d’expression d'un antigene
Lasers du cytométre

Rendement quantique

Laser Bleu Laser Violet Laser Rouge

CD45 FITC (Faible) CD3 BV450 (Moyen) CD16 APC (Fort)

CD138 PE (Fort) CD19 AmCyan (Moyen) CD20 APC-Cy7 (Moyen)
CD14 PeCy7 (Fort)

CD56 Pe-CF594 (Fort)

CD15 PerCpCy5.5 (Moyen)

Panel de 9 couleurs:

Laser Bleu = CD45 Fitc =~ CD138 Pe CD14 Pe-Cy7 CD56 Pe-CF594 CD15 PerCp-Cy5.5
Laser Violet = CD3 BV650 CD19 AmCyan
Laser Rouge = CD16 APC  CD20 APC-Cy7




SIMPLE MARQUAGE EN CYTOMETRIE

Exemple d’un simple marquage CD4 Fitc ”
AUTOFLUORESCENCE -

> 8N
LASER ® ‘V
' < [
o4
‘e
Controle Isotypique
IgG1 Fitc

IgGlFltc

LASER
.Q

IgG1Anti IgG1 Anti CD4 Fitc
CD4 Fitc

LASER
‘ MFI = Mean Fluorescence Intensity
. RFI = Ratio Fluoresence Intensity

IgG1 Anti CD4 Fitc

Seuil
Autofluorescence

Seuil Controle
Isotypique Fitc
(Simple marquage)

IgG1 Anti CD4 Fitc




MULTI-MARQUAGE EN CYTOMETRIE

Exemple d'un Multi-Marquage CD4 Fitc dans un panel 3 couleurs:

L hocytes T CD3+
CD45 Pe-Cy7 = marqueur de tous les leucocytes ympRhocytes

CD3 APC = marqueur de lymphocytes T
CD4 Fitc = marqueur spécifique des lymphocytes T
Isotype Contréle FITC = FMO

CD3+

Q-2 Lymphocytes

CD45+
Leucocytes

Sang Total

CD3 APC

CD45 Pe-Cy7 CD45 Pe-Cy7
Mélange CD45+ / CD45- Mélange CD3+ / CD3- ]

Pas de FMO = plusieurs populations cellulaires différentes CD4 EITC




AN 0
Exemple d’un marquage CD4 Fitc
dans un multimarquage

CD 3APC IgG1 Isotype Fitc
. ()
CD45 PeCy7
CD3 APC

CD45 PeCy7

AUTOFLUORESCENCE

Controle Isotypique
IgG1 Fitc

IgG1 Anti CD4 Fitc

r
=7
515 4
Seuil
Autofluorescence
171
o -
107 10° 10° 10°
FITC 7 FITC
= 1
Nouveau
| Seuil Controéle
| Isotypique Fitc
== I (MultiMarquage)
171 I J
o I
107 " 107 10° 10°
FITC /FITC
=7 I 1
515 | |cD4 FITC Positif
|
AN
b
171 I

T
107 10° 10*



Protocole immunophénotypage Multicouleurs (7 couleurs)
1) Configuration Cytométre:

* Vérification de la présence des lasers correspondant aux courbes d’excitation aux fluorochromes
* Vérification de la présence des PMT correspondant aux courbes d’émission des fluorochromes

2) Matrice de compensation:

* Etablir une matrice de compensation correspondant aux fluorochromes de ’analyse
* Associer cette matrice avec I’analyse

3) Panel Multicouleurs:

* Choix des fluorochromes correspondant aux antigénes des cellules cibles (Bibliographie)

4) Multimarquage:

* Réaliser le multimarquages (Tubes FMO et Multicouleurs)

5) Acquisition:

* Passage des cellules dans le cytométre

6) Analyse:

* Interprétation des résultats




Protocole d'un immunophénotypage avec plusieurs fluorochromes

Sang périphérique ‘ Comptage de la concentration cellulaire

/ \

Tube FMO Tube Multicouleurs
(Tube Controle) ':.. : A (Tube Test)

23/

Saturation Récepteur Fc

Tube FMO
€,

Immunomarquage Multicouleurs IgG1 CD3 PE

Tube FMO CD45 BV421, CD38 PeCy5.5
CD19 PECF594, CD20 APC,

Isotype controle IgG1 PE S
CD45 BV421, CD38 PeCy5.5 o CD4 FITC, CD8 PeCy?7

CD19 PECF594, CD20 APC O.J T It
: ' icouleur
CD4 FITC, CD$ PeCy7 e e® Tube Multicouleurs




Protocole d'un immunophénotypage avec plusieurs fluorochromes

Sang périphérique mmmp Détermination du nombre de lymphocytes T CD3

/ \

Tube FMO < Tube Multicouleurs
(Tube Controle) o (Tube Test)

e ®
Isotype contréle IgG1 PE LO J + IgG1 CD3 PE

Lymphocytes T :

L Leucocytes CD45+
LLymphocytes (T et B)
L Lymphocytes T = CD3+ / Lymphocytes B = CD38+ CD19+ CD20+
L Lymphocytes T CD3 par rapport Isotype PE = FMO

L Lymphocyte T = % Lymphocyte T CD4 et % Lymphocyte T CD8




CONCLUSIONS (Partie 2)

Multimarquages (plusieurs fluorochromes) :
Possibilité de chevauchement des spectres d’émissions

Compensation manuelle entre 2 fluorochromes (médiane de
fluororescence)

Matrice de compensation si chevauchement entre plusieurs
fluorochromes

Rendement quantique différent selon les fluorochromes (+/-
Brillants)

Regles pour la constitution d"un panel :
= Choix des fluorochromes associés aux anticorps de cytométrie
= Distribution des antigenes sur les populations cellulaires

Multimarquages: le tube négatif devient le tube « FMO »
= Fluorescence Minus One




