Cytomeétrie en flux



I . Méethode de mesure des caractéristigues

Qu'est-ce que la citométrie en flux?

physiques et/ou biochimiques des particules

(cellules, noyaux, organites cellulaires):
- Tallle

Granularité
- Quantité d'ADN

Antigenes de surface

« Méthode de tri cellulaire



I Etapes

I . Préparation de la suspension cellulaire
.. Marquage des cellules
Acquisition de données
Stockage des données

Interprétation des données
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I Fluorochromes

. Les IgM sont conjuguées avec les fluorochromes

I Spectre d'absorption (excitation)
Spectre d'emission
» Pour 2 parametres — 2 IgM lié a 2 fluorochromes
avec différents spectres d'émission:
- Isothiocanate de fluorescéine — une molécule de

fluoresceéine ( )
- Phycoerythrine - pigment rouge(PE)



IMUNOFLUORESCENTA

Numar de evenimente

10! 102 103 10%

Intensitatea fluorescentei




I Composants du cytometre de flux

I . Systeme fluidique

. Systeme optique

« Systeme électronique



Systeme fluidique

Cellules en suspension:
- sang
liguide synovial
- liguide cephalo-rachidien
- ganglions lymphatiques
tumeurs solides
Liquide “invelig”
Courant interne unicellulaire — “sir indian”
Intersection avec un faisceau lumineux
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I Systeme d'excitation optique

» Source laser (Ar A=488 nm)
I . Faisceau lumineux - Dispersion et
stimulation du fluorocrome
Dispersion de la lumiere:

- =0 - Forward Scatter (FS) - talille
- 0=90° ->Side Scatter (SS) - granularité

. Emission de lumiére fluorescente:

- ~ quantite de fluorochrome—-> Informations
qualitatives et quantitatives
Eléments optiques de focalisation (lentilles)
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I Systeme de collecte optique

» Conversion du signal optique - Signal électronique

I . Détecteurs pour:
- Lumiere dispersée: avant, latérale
Emission de fluorescence
- Filtres optiques
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I Systeme électronique

» Réception des impulsions du detecteur
I Traitement du signal

. Présentation des resultats:
- Histogrammes — 1 parametre
- Graphigues — 2 Parametres: 1 point= 1 Particules
(dot-plot)
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Graphique DOT-PLOT pour
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I Tri1 des cellules

. Separation des (sub)populations cellulaires d'un
I melange:
- Tallle
Granularité
- Antigenes de surface



Tri des cellules-étapes

Identification du critere

Marguage avec IgM+fluorochromes
Identification des cellules — est-ce intérét?
Charge avec positif/négatif/null

Champ magnétique — dévié vers les tubes
collecteurs

Centrifugation



Tri1 des cellules
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Applications

Analyse des sous-populations de
lymphocytes

Diagnostic des hemopathies malignes
Biologie cellulaire

Identification des molecules HLA
Détermination des autoanticorps

Etude du cycle et des fonctions cellulaires
Diagnostic, évolution, pronostic des tumeurs
malignes solides

Microbiologie



Analyse de I'ADN
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