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Modules et réglage d’un cytometre en flux
Seuils, voltages, PMT, compensations, billes, notion de triage cellulaire,
suivi de la machine....
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Objectifs Pedagogiques

A la fin de la conférence, les étudiants seront en mesure :

- de citer les composants des cytometres en flux,

- de résumer le principe de la focalisation hydrodynamique et du fonctionnement
des trieurs de cellules utilisant la formation de gouttelettes,

- de comparer les procedés d’illumination des cellules en considérant leurs
avantages et leurs inconvenients,

- de définir les élements du banc optique et les détecteurs des cytometres de
flux,

- de décrire les differentes lumieres analysees par les cytometres de flux,

- de donner des exemples des différents histogrammes obtenus par cytométrie
de flux,

- de rappeler les propriétés d’'un fluorochrome,

- d’'identifier les réglages realisés sur le cytometre de flux (compensation de
fluorescence),

- d’avoir des notions de tri-cellulaire,

- de pouvoir définir ce qu’est un cytometre et ce qu’il permet de mesurer
(parametres pris en compte).
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Modules Composant les Cytometres en Flux

High Performance Side-Scatter
and Fluorescence Photomulriplier

v Module d’excitation lumineuse

v Module de présentation de I’échantillon a la source lumineuse

v Module de réception des signaux

v Module analytique de traitement des signaux et de stockage des données

v Module d’analyse des données et de présentation des résultats
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Module d’Excitation Lumineuse

A - Lasers (gaz: Argon, Krypton; solides): lumiere monochromatique, faible
section de faisceau, puissance focalisée, stabilité.
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large, puissance instable.
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Module de Présentation de ’Echantillon
A la Source Lumineuse

Focalisation hydrodynamique

Cellule d’écoulement avec jet de I’échantillon dans I’air;
gouttelettes; risque biologique élevée
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Module de Réeception des Signaux
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Module Analytique de Traitement des signaux
et de Stockage des Données
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Module d’Analyse des Données
et de Présentation des Résultats
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Differentes Lumieres Analysees par les
Cytometres en Flux

Laser Flow Cytometry

Side Fluorescence Light :

Fluorochromes

For antigenic and functionnal analyses Side Scattered Light :

Internal Cell Structure

Forward Scattered Light :
Cell Size Information

Laser Beam
(A =633nm)
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Optimisation du Cytometre en Flux et Calibrations

Utilisation de microbilles fluorescentes

° Reglage et optimisation du cytometre en flux

&

° Calibration en taille
et

° Calibration en fluorescence
(équivalent de molécules fluorescentes par microbilles)

o © 0 O O
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Notion de Seuil pour la Détection des Signaux
(Threshold)

_ Population hétérogéne
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Notion de Fluorochromes
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- Un bon fluorochrome doit avoir
un ‘Stokes shift’ (écart de Stokes)
assez élevé

- Un fluorochrome peut présenter

plusieurs pics d’excitation et
d’émission (toutefois un seul
AExMax et un seul AEmMax)

- Les caractéristiques des

fluorochromes conditionnent leur
utilisation simultanée
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Notion de Compensation de Fluorescence

2 FL-1 FL-2

- La compensation de flurescence s’impose quand les pics
d’émission de fluorescence se chevauchent au niveau de
la bande passante ou est collectée la fluorescence

- La compensation de fluorescence est une soustraction

électronigue de signal indésirable.
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Notion de Triage Cellulaire par Cytomeétrie en
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Le composant central dun
cytometre de flux estla cellule de
flux (flow cell). Une coupe dune
cellule de flux typique montre les
principaux &léments. L'échantillon
estintroduit par un tube. Un
manchon fluide (habituellement de
I'eall oU une solution saline) est
introduit pour entourer latige
dinsertion ce qui focalise
hydrodynamicuement les cellules
du flux. Le laser croise le fluide soit
en dehors de la cellule de flux
(dlans ['air) soit dans une portion
finement creusée de la pointe de
cefte cellule

DECISIONS de tri

Petite cellule  Grande cellule

Capteur

Vers la droite

A

4KY Histogramme des fréquences

Les signaux sont collectés par des capteurs situés en face ou & 90° du

faisceau lasar. Il est possible de trier des particules une par une. On fait

vibrer le flux de cellules a la fréquence d'environ 32KKHz 4 'aide du cristal

piezoelectrique monté dans la cellule de flux. Cela brise le flux en

P gouttelettes séparées. Les caractéristiques peuvent &tre déterminées &
partir des histogrammes {figure de droite) et peuvent étre utliséas pour

@ aéfinir le critére de tri. Ces décisions sont toutes controléss par lordinateur
Grande cellule

Droite

ot peuvent &ire prises au rythme de plusieurs milliers par secands

J. Paul Robinson
Purdue University
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Suivi du Cytometre en Flux

- Optimisation quotidienne si possible (ou hebdomadaire)

- Qualibration de fluorescence (bon état de fonctionnement des PMT)

- Vérification des chemins optiques

- Changement de la tubulure régulierement (adsorption de fluorochromes, relargage)
- Cycle de lavage de la machine a la fin de chaque journée

- Deux maintenances annuelles si possible.
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