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Cytokines : domaines
d’intérét

- Pathologies
* Maladies auto-immunes

* Maladies liees a 'age (maladies neurodégénératives,
athérosclérose....)

* Cancers
* Traumatismes (post-chirurgie oculaire...)
- Pharmacologie

- Toxicologie (industries cosmeétiques, alimentaires...)
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Dosages des Cytokines :
meéthodologies

- ELISA
- ELISPOT
- Cytomeétrie en Flux:
* Cytokines intracellulaires

* Sécrétion de Cytokines
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Quantification de Cytokines
Intracellulaires

- Immunomarqguages directs ou indirects en présence de monensine
pour bloquer I'efflux de cytokines (amplification du signal),

- Informations fournies:
* 095 de cellules produisant des cytokines,
* Quantité de cytokines par cellules:
- Valeurs souvent arbitraires

(moyenne de fluorescence)
- Valeurs absolues : (envisageable)
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‘ Présentation et exploitation des données |

- Histogrammes : monoparameétriques, biparameétriques...
- Tableaux de données : % et/ou moyenne de fluorescence

- Analyses statistiques
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ﬂOM: microbilles (nanobilles)

SAVOIR FAIRE PRINCIPAL.:
©1980: optimisation

°1985: quantification antigenique
°1990: tri magnetique

©1995: nanocristaux

° 2000: détection et quantification de macromolécules
d’intéreét biologique
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‘ Microbilles: le début ! |

° Réglage et optimisation du cytometre en flux

&

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

o O ® O O

° Calibration en taille
et
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‘ Différents types de microbilles |

@
b
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- microbille de calibration avec fluorochrome (F) interne

- microbille de calibration avec fluorochrome externe

- microbille de calibration non fluorescente recouverte
d’anticorps anti-lgG pour la quantification antigenique
en immunofluorescence directe

- microbille de calibration non fluorescente, mimant la
cellule ayant fixé I'anticorps primaire, et sur laquelle se
fixe le conjugué pour la quantification antigenique en
immunofluorescence indirecte
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Concepts d’analyses multiplexes
sur microbilles en suspension

« Tests en tubes » Microplaques *Microarrays *Microspheres
en suspension

° Réactifs et materiels a prix abordables,
° Technique assez rapide et assez facile a mettre en ceuvre,
° Technique realisable a partir de fluides biologiques, et d’extraits
cellulaires et tissulaires
° Faible quantité d’échantillon requis (5-10 ul en routine)
° Technique alliant spécificité et reproductibilité :
bien adaptée a I’identification de cytokines (de biomarqueurs)
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‘ Cytométrie en flux: principe et applications |

chambre
échantillon ) d'analyse
liquide Applications:
de

gaine

flux

° Analyses morphologiques
laminaire

° Analyses antigeniques
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Excitation lumineuse —

(Iaser', Iampe)
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; ’ ° (Analyses multiplexes)
tri-cellulaire
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‘ Distinction de microbilles par cytomeétrie en flux |

Tailles différentes

Fluorescences différentes . .
Intensités de fluorescences différentes
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‘ Microbilles et détection d’antigenes |
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‘ ELISA versus SAT (Suspension Array Technology) |
3 Fluorochrome

56
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ELISA SAT

micropuits microbille
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Appareillages et analyses moléculaires
par la technologie multiplexe avec des microbilles

® Cytometres en flux conventionnels

(BD Biosciences, Beckman-Coulter, Guava Technologies, PARTEC)
associés a un logiciel d'analyse approprié

(FCAP Array, Soft Flow Inc)

° Cytometres en flux spécifiquement dédiés

- FACSarray (BD Biosciences)

- Systeme Luminex
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‘ Cytometres en flux et analyses moléculaires |

BSeckman-Coulter:
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‘Couplage de proteines a des microbilles |
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Techniques multiplexes et quantification de cytokines
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Cytometric Bead Array (CBA)
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Analyse d’interleukines chez des prématurés:

diagnostic d’infections materno-foetales précoces

Profil cytokinique normal (5-10 ul de sérum)
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Analyse d’interleukines chez des prématureés:

Profil cytokinique anormal (5-10 pl de sérum)

diagnostic d’infections materno-feetales précoces
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Dosages de cytokines en milieu de culture |
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‘ Dosages de cytokines dans les larmes |
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Cytokines Analysées

IFN-y, TNF-a , IL-10, 5, 4, 2

Journal of Immunological Methods 254 (2001) 109-118
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Dosages de cytokines dans les larmes :

concentrations de cytokines mesurées
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FBI (FlowCytomix; Bender MedSystems)
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‘ Dosages de cytokines : polyarthrite rhumatoide |
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Comparaison de la secrétion d'IL-8
ELISA / CBA
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‘ Volume d’échantillon : microbilles versus ELISA |

www.tebu-bio.com

FlowCytomix and Conventional tebu-bio

ELISA - Sample Volume

[

human FlowCytomix ELISAs
IL-1p 25 pl 50 ul
IL-2 25 pl 50 pl
IL-4 25 pl 50 ul
IL-5 25 pl 50 ul
IL-6 25 pl 50 pl
IL-8 25 pl 50 pl
IL-10 25 pl 50 pl
[FN-y 25 pl 50 pl
TNF-o 25 pl 50 pl
TNF-p 25 pl 100 pl
total 25 yul 550 ul

N
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Relative median fluorescence intensity
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‘ Gammes étalon |

Mouse Cytokine B-Plex Assay

Analytes
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Concentration, pa/mil
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‘Cyfomé‘rr‘ie et analyses moléculaires multiplexes : perspectives I

S-72P-NewNIR10_7

NIR-A

10° 10° 10 10°

Red-A

BD FACSCalibur™
BD™ LSR

BD FACSAria™
BD FACSCanto™
BD FACScan™

BD FACSVantage™ Coulter® EPICS XL™
Coulter® EPICS XL-MCL™
Cytomics FC 500
Cytomics FC 500 MPL

Luminex 100™

* Soft Flow Inc; www://softflow.com
* BD-Biosciences
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Gammes étalon : obtention

Région sur les singulets
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