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Intérét du tri

Echantillon hétéerogene
-Diversité spécifique
-Diversité physiologique (ex: cellules vivantes/mortes)

- Séparation physique des cellules d’intérét
- Concentration des « cellules moins abondantes »
- Maintien de la viabilité

Tri par
Cytométrie en flux

- Analyses ultérieures

(biologie moléculaire, protéomique)
- Mises en culture
- Observation microscopique




- Principes de tri par cytométrie en flux

= Tri meécanique

= Tri electrostatique

= Technigue de photo-alteration

— toutes les particules a I'exception des cellules d’intérét sont
illuminees par un faisceau laser pulsé de tres haute énergie qui a
pour but de les tuer




Principe du tri mécanique

e Action mécanique pour dévier la portion de liquide
qui contient la particule a trier

eDifférents t
A 1973

CORE
INJECTOR

DEeS .
TRANSDUGER

FLOW
CELL

—

CFF (SORT):
LAMINAR FLOW
OF CELLS INTO
COLLECTION
TUBE

-"—"——Dlmm SDUCER

TRANSDUCER ON (NO SQRT):
TURBULENT FLOW OF CELLS
INTO WASTE STREAM

- Un gaz deévie les cellules
FLOW CELL non sélectionnées.

L ¥, | WALVE

N

» (SURTH
CELLS
GO THIS

FIEZOELECTRIC VALVE

(PERPENDICULAR TO

FLANE OF DRAWING)

WAY
(Disponible sur Partec)

VALVE OPEN [NO SORT):
CELLS GO VIA THIS PORT
TO WASTE STREAM

C 1991

FLOW CELL . COLLECTION

TUBE

o R
e

COLLECTION TUBE CENTERED: S0ORT
COLLECTION TUBE OFF CENTER: NO SORT

(Disponible sur BD FACSort)
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Extrait de Practical Flow Cytometry, 4 Ed — H. Shapiro




Avantages et inconvénients
du tri mécanique

= Avantages
— Matériel moins onéreux que le tri électrostatique
— Facilite d’utilisation (pas besoin d’un technicien spécialise)

— Tri en systeme clos = pas de génération d’aérosol (important pour le tri de
cellules pathogéenes)

= |nconvénients

— Tri peu rapide (environ 300 — 500 cellules/s max.) en raison des
contraintes physiques

— Dilution des cellules triees en raison du volume de liquide déplacé
— Action mécanique sur les particules (cellules endommagées?)




La technologie du tri électrostatique

= Richard Sweet a développé la technologie électrostatique des
imprimantes a jet d’encre.

= Utilisé par Mack Fulwyler pour créer un trieur de cellules (1960s).
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Génération de gouttelettes

Impulsion électrique

Cristal piezoelectrique

Volume Délai
d’interrogation (micros)

Derniére gouttelett
attachée

1ere gouttelette Point de rupture
du jet

As liquid is ejected into
air, it will form droplets.
By vibrating the nozzle
at a defined frequency,
the size of these droplets
and the position along
the stream where they
form can be controlled
with great precision.

T.Lindmo, D.C.

Peters& R.G Sweet - MLM Chapt. 8




Séparation des gouttelettes

Décision de tri

Petites billes Grosses billes

488 nm laser

Tri a gauche

8 DPA

Fluorescence
diffusion a 90°

Histogramme

Plaques électriques
(haut voltage 4kV)

»

Tubes, plaques’ @Queens University, USA
lames, etc.
Adapté de P. Robinson,




Optimiser la formation des gouttelettes

Ondulation du jet

Derniere goutte attachée —

Goutte Satellite —»()

Goutte —» @

%

a vitesse du flux dépend de la
pression du liquide de gaine et de la
taille de 'embout de la buse

A 60 psi, avec un embout de 70 pum,
la vitesse du flux est de 25 m/s
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Adapté de O DakoCytomation




Formation des gouttelettes
- Frequence et amplitude de vibration
du cristal piezoélectrique -
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Formation des gouttelettes
- Charge électrique des gouttelettes -

= La déflexion électrostatique agit

'\ 3000V g N
sur les gouttes individualisees

©
= Tri 2 voies

— + 190 volts

= Tri 4 voies
— * 190 volts (gauche & droite)

— * 85 volts (1/2 gauche & 1/2
droite)

Adapté de O DakoCytomation




Condition hydrodynamique

= Pressions du liquide de gaine / échantillon :

— Pression de I’échantillon toujours supérieure a
celle du liquide de gaine

— Sur MoFlo, la difféerence entre les 2 : 0,1 a 0,7 psi
(soit 0,007 a 0,05 bars)

Adapté de O DakoCytomation




Differents modes de tri (l)

Mode de tri

Caractéristique

Application

Enrichi / enrichir

Essai de retenir tous les
événements positifs sans se
soucier de la présence
d’événements negatifs

Haut recouvrement

Pureté / purifier

Trie les evénements positifs
seulement (en [I'absence
d’événements negatifs)

Haute pureté

Une seule cellule

Single cell

ldem que mode purete si ce
n'est qu’il accepte seulement
un seul événement positif par
décision de tri

Dépobt d’'une seule cellule

Trie en mode pureté a
gauche et tous les
événements non retenus a
droite

Haute pureté dans une
direction et recouvrement
des événements positifs
(aborts) non retenus dans
I'autre direction

Adapté de O DakoCytomation




Difféerents modes de tri (ll)

Pureté

Rendement

Cellules exclues
du tri

Single

Purifier

Enrichir

99 -100 %

95 %

65-85 %

Adapté de O DakoCytomation




De I'importance des rapports
des pressions

j7Oum ~
Pression (PSI) : . !

;-.__l

Echantillon 60.3
Liquide de gaine 60.0

-
||

g

i
* Bon rendement « Rendement moyen
* Volume trié correct » Faible volume trié

* Nombre d’aborts * Nombre d’aborts

faible important
Adapté de O DakoCytomation




3 Regles fondamentales pour le tri

1) Pression differentielle échantillon / liquide de gaine
(pression éch.>pression liquide de gaine)

2) [ Echantillon/ml ] = Vitesse X 1000
Ex: Si tri a 40 000 événements/sec, il faut un
échantillon ou 40 millions de cellules/ml

3) Diametre de la buse / diametre de la cellule=3 a 5
fois supéerieur

Adapté de O DakoCytomation




Avantages et inconvénients
du tri électrostatique

= Avantages
— Tres rapide (jusqu’a 70 000 cellules triees par seconde)

— Peu de dilution des cellules (faible volume des
gouttelettes)

— Pas d’action mécanique sur les cellules
— Tri sur plusieurs voies
— Viabilité cellulaire

* |[nconvénients
— Prix
— Systeme ouvert (formation d’aérosol)
— Stabilité/sensibilité (sensible a température)
— Mise au point (requiert un technicien experimenté)




Exemple d’application du tri (l)

Pico-Eukaryotes - Séparation physique des
cellules d’intérét

- Observation visuelle
(microscopie)

- Concentration des « cellules
moins abondantes »

- Mises en culture

Synechococcus sp.

Marcus Reckermann,
Research and Technology
Centre Westcoast (FTZ)

at Blisum (Kiel University)




Echantillon hétérogene

Analyse par cytomeétrie en flux

Fluo. orange (au)
Tri

Analyses ultérieures
Biologie moléculaire
(génomique, protéomique)

Bernas T, Gregori G, Asem EK, et Robinson JP (sous presse). Integrating cytomics and proteomics. MCP




Conclusion

Genomique  Proisoric)ls

Relation structure/fonction
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