CYTOMETRIE EN FLUX

I. DEFINITION
La cytométrie en flux permet l’étude précise de C isolées entraînées dans un flux liquide. 
[image: image1]Les C, alignées les unes derrière les autres, sont analysées une par une en défilant à grande vitesse (plus de 30Km/h) devant une source lumineuse (laser).

C’est une technique rapide qui permet une caractérisation :

· Individuelle de chaque cellule

· Quantitative (intérêt statistique)

· Qualitative (morphologie de la cellule et phénotypage)
II. COMPOSITION D’UN CYTOMETRE

Le cytomètre est une combinaison de 3 différents systèmes.

1) SYSTEME FLUIDIQUE
Flux laminaire qui permet aux C en suspension de passer une à une devant le laser. C’est un système basé sur le principe de focalisation hydrodynamique.
2) SYSTEME OPTIQUE

Rayons laser et différents filtres permettent de sélectionner les longueurs d’ondes appropriées.

3) SYSTÈME ELECTRONIQUE

· Photomultiplicateur (PMT) capte la lumière émise.
· Digitaliseur transforme l’énergie lumineuse (photons) en signaux électriques (volts) puis en signaux numériques (canaux).

· Amplification du signal.
· Envoi des données à un ordinateur qui les gère grâce à un logiciel d’analyse (Cellquest ou Diva).
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4) PRESENTATION DES DONNEES

Les signaux électriques forment des nuages de points (sur des cytogrammes) autour desquels on dessine des fenêtres électroniques.

Au sein de chaque fenêtre, on peut préciser la distribution de la fluorescence.

III. PARAMETRES ANALYSES

1) MESURE DE LA DIFFUSION LUMINEUSE
Forward Scatter (FSC)
La lumière diffractée est collectée sous un petit angle de 1 à 10°.

Le signal est relatif à la taille de la C.

Side Scatter (SSC)
La lumière est collectée à 90° de l’axe du laser. 
Le signal est relatif à la granularité de la C (= granulométrie).

2) MESURE DES SIGNAUX DE FLUORESCENCE
Mesure d’une intensité de fluorescence (MFI) = canal moyen de l’ensemble des canaux occupés.
La fluorescence dépendra du type de fluorochrome utilisé (FL1, FL2, FL3…). Chaque fluorochrome émet à une longueur d’onde précise. 

Il est possible d’analyser jusqu’à 17 couleurs simultanément (= analyse multiparamétrique).

Les sondes fluorescentes (marquées avec combinaison de fluorochromes) peuvent être spécifiques d’un organite Cr ou d’un composé de la C.

Ex de sondes utilisées : FITC, Texas Red, Cyanine 5, L-Rhodamine…

3) COMPENSATION
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( Importance dans le choix des combinaisons de fluorochromes.
IV. APPLICATIONS DE LA CYTOMETRIE EN FLUX
[image: image6.wmf]
1) IMMUNOPHENOTYPAGE
· Direct ou indirect

· Sur perméabilisées ou non

Application : leucémie lymphoïde chronique (LLC).

Le diagnostic se fait par hémogramme et phénotypage.

Le pronostic et la prise en charge seront différents selon l’expression de certains marqueurs.

Ex : la surexpression de MDR (facteur de mauvais pronostic) peut être traitée avec du Vérapamil. 
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2) KIT DE DOSAGE DES CYTOKINES
= Kit permettant de déterminer le profil Th1 / Th2 des C
· Technique apparentée à l’ELISA
· Permet le dosage simultané de plusieurs molécules en suspension à partir d’un faible volume (<50µL)
· Chaque bille est recouverte d’un AC qui capte les molécules en suspension

· Révélation grâce à un AC secondaire fluorescent 

3) ETUDE DE L’APOPTOSE

Chaque technique d’analyse correspond à une étape de la mort Cr.
Ces caractéristiques de la C apoptotique sont détectables par cytométrie en flux :

· Externalisation des phosphatidyl-sérines

· Caspases

· BCL-2 (= protéine anti-apoptotique)
· Fragments d’ADN

· Augmentation du calcium intraCr :
¤ Mesure du flux calcique
¤ Mesure quantitative du calcium
· Diminution du pH intraCr
4) ETUDE DU CYCLE CELLULAIRE
L’étude du cycle Cr se fait :

· En fonction du contenu en ADN de chacune des C (G1 = n ADN ; S/G2/M = 2n ADN). Les C sont marquées à l’iodure de propidium qui est un colorant des acides nucléiques. La cytométrie en flux permet donc de détecter les polyploïdies et même les aneuploïdies (= variation en + ou – d’1 ou plusieurs chromosomes).

· En fonction de l’expression des cyclines (= protéines impliquées dans la régulation du cycle Cr). Elles augmentent en début de cycle et diminuent petit à petit jusqu’à la mitose.

5) TRI CELLULAIRE

· Formation de fines gouttelettes par vibrations à une fréquence contrôlée du liquide de gaine
· Formations de gouttes (1 goutte = 1 cellule)
· Soumission à un champ électrique, les gouttes sont déviées en fonction du paramètre sélectionné
· Applications :

¤ Tri de C en GFP après transfection

¤ Tri positif ou négatif de C après immunophénotypage (jusqu’à 4 populations simultanément)
V. PROTEINES FLUORESCENTES
1) GFP

La GFP est une protéine fluorescente verte issue d’une méduse (Aequorea victoria).
· Longueurs d’onde d’excitation maximale = 395 à 490 nm

· Émission = 509 nm

On intègre dans le génome de la C à étudier le gène de protéine fluorescente. Les protéines synthétisées sont alors fluorescentes. La fluorescence de GFP est révélée grâce aux UV. 

2) AUTRES PROTEINES FLUORESCENTES
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VI. AVANTAGES / LIMITES DE LA CYTOMETRIE EN FLUX

Avantages
· Analyse qualitative et quantitative
· Analyse multiparamétrique sur une même C (mais attention à la compensation !)

· Possibilité de trier stérilement et de remettre en culture

· Logiciel d’analyse simplifié

Limites

· Absence d’étalons internationaux de fluorescence ( comparaison difficile
· Etude statistique difficile des histogrammes générés par les logiciels de cytométrie
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