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IntIntéérêt du trirêt du tri

Echantillon hEchantillon hééttéérogrogèènene
--DiversitDiversitéé spspéécifiquecifique
--DiversitDiversitéé physiologique (ex: cellules vivantes/mortes)physiologique (ex: cellules vivantes/mortes)

Tri parTri par
CytomCytoméétrietrie en fluxen flux

-- SSééparation physiqueparation physique des cellules ddes cellules d��intintéérêtrêt
-- ConcentrationConcentration des des «« cellules moins abondantescellules moins abondantes »»
-- Maintien de la Maintien de la viabilitviabilitéé

-- Analyses ultAnalyses ultéérieuresrieures
(biologie mol(biologie molééculaire, culaire, protprotééomiqueomique))

-- Mises en cultureMises en culture
-- Observation microscopiqueObservation microscopique



Principes de tri par cytomPrincipes de tri par cytoméétrie en fluxtrie en flux

!! Tri mTri méécaniquecanique

!! Tri Tri éélectrostatiquelectrostatique

!! Technique de Technique de photophoto--altaltéérationration
–– toutes les particules toutes les particules àà ll’’exception des cellules dexception des cellules d’’intintéérêt sont rêt sont 

illuminilluminéées par un faisceau laser pulses par un faisceau laser pulséé de trde trèès haute s haute éénergie qui a nergie qui a 
pour but de les tuer pour but de les tuer 



Principe du tri mPrincipe du tri méécaniquecanique

•• Action mAction méécanique pour dcanique pour déévier la portion de liquide vier la portion de liquide 
qui contient la particule qui contient la particule àà triertrier

••DiffDifféérents types :rents types :

Extrait de Extrait de PracticalPractical FlowFlow Cytometry, 4 Ed Cytometry, 4 Ed �� H. ShapiroH. Shapiro

19731973

Un gaz dévie les cellules 
non sélectionnées.

19911991

(Disponible sur BD FACSort)

(Disponible sur Partec)



Avantages et inconvAvantages et inconvéénients nients 
du tri mdu tri méécaniquecanique

!! AvantagesAvantages
–– MatMatéériel moins onriel moins onééreux que le tri reux que le tri éélectrostatiquelectrostatique
–– FacilitFacilitéé dd’’utilisation (pas besoin dutilisation (pas besoin d’’un technicien spun technicien spéécialiscialiséé))
–– Tri en systTri en systèème clos me clos "" pas de gpas de géénnéération dration d’’aaéérosol (important pour le tri de rosol (important pour le tri de 

cellules pathogcellules pathogèènes)nes)

!! InconvInconvéénientsnients
–– Tri peu rapide (environ 300 Tri peu rapide (environ 300 –– 500 cellules/s max.) en raison des 500 cellules/s max.) en raison des 

contraintes physiquescontraintes physiques
–– Dilution des cellules triDilution des cellules triéées en raison du volume de liquide des en raison du volume de liquide dééplacplacéé
–– Action mAction méécanique sur les particules (cellules endommagcanique sur les particules (cellules endommagéées?)es?)



La technologie du tri La technologie du tri éélectrostatiquelectrostatique
!! Richard Richard SweetSweet a da dééveloppveloppéé la tla technologie echnologie éélectrostatique des lectrostatique des 

imprimantes imprimantes àà jet djet d’’encre.encre.
!! UtilisUtiliséé par par MackMack FulwylerFulwyler pour crpour crééer un trieur de cellules (1960s)er un trieur de cellules (1960s). . 

Courtoisie de Paul Robinson (PUCL)Courtoisie de Paul Robinson (PUCL)



T. Lindmo, D.C. Peters & R.G Sweet - MLM Chapt. 8

488 nm laser

Volume 
d�interrogation

Cristal piezoelectrique

Dernière gouttelette
attachée

Délai
(micros)

Point de rupture 
du jet

1ere gouttelette

Impulsion électrique

+
++

+
+

+
++

+
+

GGéénnéération de gouttelettesration de gouttelettes

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.



488 nm laser
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SSééparation des gouttelettesparation des gouttelettes
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(Adapté de P. Robinson, PUCL)

@Queens University, USA@Queens University, USA

Histogramme
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Tri à gaucheTri à droite

Décision de tri



Optimiser la formation des gouttelettesOptimiser la formation des gouttelettes

Dernière goutte attachée

Goutte Satellite

Goutte

Ondulation du jet

La La vitessevitesse dudu flux flux ddéépendpend de la de la 
pressionpression dudu liquideliquide de de gainegaine et de la et de la 
tailletaille de de ll’’emboutembout de la de la busebuse

A 60 A 60 psipsi, avec un , avec un emboutembout de 70 de 70 µµm, m, 
la la vitessevitesse dudu flux flux estest de 25 de 25 m/sm/s

AdaptAdaptéé de             de             DakoCytomationDakoCytomation



Formation des gouttelettesFormation des gouttelettes
-- FrFrééquence et amplitude de vibration quence et amplitude de vibration 

du cristal pidu cristal piéézozoéélectrique lectrique --

!! AmplitudeAmplitude
0 0 -- 135 V135 V

!! FrFrééquencequence
# # GouttesGouttes/Sec/Sec
0 0 �� 200 000 Hz200 000 Hz Gouttes

Amplitude 
augmentée (v)

Fréquence
augmentée (Hz)

λλ

AugmentationAugmentation
du nombre du nombre 

de gouttelettesde gouttelettes

AdaptAdaptéé de             de             DakoCytomationDakoCytomation



Formation des gouttelettesFormation des gouttelettes
-- Charge Charge éélectrique des gouttelettes lectrique des gouttelettes --

+190 V

- 3000 V + 3000 V !! La La ddééflexionflexion éélectrostatiquelectrostatique agitagit
sursur les les gouttesgouttes individualisindividualisééeses

!! Tri 2 Tri 2 voiesvoies
–– ±± 190 volts190 volts

!! Tri 4 Tri 4 voiesvoies
–– ±± 190 volts (gauche & 190 volts (gauche & droitedroite))
–– ±± 85 volts (1/2 gauche & 1/2 85 volts (1/2 gauche & 1/2 

droitedroite))

AdaptAdaptéé de             de             DakoCytomationDakoCytomation



Condition hydrodynamiqueCondition hydrodynamique

!! Pressions du liquide de gaine / Pressions du liquide de gaine / ééchantillon :chantillon :

–– Pression de lPression de l�é�échantillon toujours supchantillon toujours supéérieure rieure àà
celle du liquide de gainecelle du liquide de gaine

–– Sur Sur MoFloMoFlo, la diff, la difféérence entre les 2 : 0,1 rence entre les 2 : 0,1 àà 0,7 psi 0,7 psi 
(soit 0,007 (soit 0,007 àà 0,05 bars)0,05 bars)

AdaptAdaptéé de             de             DakoCytomationDakoCytomation



Haute puretHaute puretéé dans une dans une 
direction et recouvrement direction et recouvrement 
des des éévvéénements positifs nements positifs 
((abortsaborts) non retenus dans ) non retenus dans 
ll’’autre directionautre direction

Trie en mode puretTrie en mode puretéé àà
gauche et tous les gauche et tous les 
éévvéénements non retenus nements non retenus àà
droitedroite

MixteMixte

DDéépôt dpôt d’’une seule celluleune seule celluleIdem que mode puretIdem que mode puretéé si ce si ce 
nn’’est quest qu’’il accepte seulement il accepte seulement 
un seul un seul éévvéénement positif par nement positif par 
ddéécision de tricision de tri

Une seule cellule Une seule cellule 
Single Single cellcell

Haute puretHaute puretééTrie les Trie les éévvéénements positifs nements positifs 
seulement (en lseulement (en l’’absence absence 
dd’é’évvéénements nnements néégatifs)gatifs)

PuretPuretéé / purifier/ purifier

Haut recouvrementHaut recouvrementEssai de retenir tous les Essai de retenir tous les 
éévvéénements positifs sans se nements positifs sans se 
soucier de la prsoucier de la préésence sence 
dd’é’évvéénements nnements néégatifsgatifs

Enrichi / enrichirEnrichi / enrichir
ApplicationApplicationCaractCaractééristiqueristiqueMode de triMode de tri

DiffDifféérents modes de tri (I)rents modes de tri (I)

AdaptAdaptéé de             de             DakoCytomationDakoCytomation



DiffDifféérents modes de tri (II)rents modes de tri (II)

99 99 -- 100 %100 %

95 %95 %

6565--85 %85 %

SingleSingle

PurifierPurifier

EnrichirEnrichir

Cellules exclues Cellules exclues 
du tridu triRendementRendementPuretPuretéé

AdaptAdaptéé de             de             DakoCytomationDakoCytomation



De lDe l��importance des rapports importance des rapports 
des pressionsdes pressions

61.5
60.0

• Rendement moyen

• Faible volume trié

• Nombre d�aborts
important

60.3
60.0

• Bon rendement

• Volume trié correct

• Nombre d�aborts
faible

70um 70um

EchantillonEchantillon

Liquide de gaineLiquide de gaine

Pression (PSI) :Pression (PSI) :

Risque 
de doublets!

AdaptAdaptéé de             de             DakoCytomationDakoCytomation



3 R3 Rèègles fondamentales pour le trigles fondamentales pour le tri

1) 1) PressionPression diffdifféérentiellerentielle ééchantillonchantillon / / liquideliquide de de gainegaine
((pressionpression ééchch.>.>pressionpression liquideliquide de de gainegaine))

3) 3) DiamDiamèètretre de la de la busebuse / / diamdiamèètretre de la cellule = 3 de la cellule = 3 àà 5 5 
foisfois supsupéérieurrieur

2) [ 2) [ EchantillonEchantillon/ml ] = /ml ] = VitesseVitesse X 1000X 1000
Ex: Ex: SiSi tri tri àà 40 000 40 000 éévvéénementsnements/sec, /sec, ilil fautfaut un un 
ééchantillonchantillon ooùù 40 millions de cellules/ml40 millions de cellules/ml

AdaptAdaptéé de             de             DakoCytomationDakoCytomation



Avantages et inconvAvantages et inconvéénients nients 
du tri du tri éélectrostatiquelectrostatique

!! AvantagesAvantages
–– TrTrèès rapide (jusqus rapide (jusqu’à’à 70 000 cellules tri70 000 cellules triéées par seconde)es par seconde)
–– Peu de dilution des cellules (faible volume des Peu de dilution des cellules (faible volume des 

gouttelettes)gouttelettes)
–– Pas dPas d’’action maction méécanique sur les cellulescanique sur les cellules
–– Tri sur plusieurs voiesTri sur plusieurs voies
–– ViabilitViabilitéé cellulairecellulaire

!! InconvInconvéénientsnients
–– PrixPrix
–– SystSystèème ouvert (formation dme ouvert (formation d’’aaéérosol)rosol)
–– StabilitStabilitéé/sensibilit/sensibilitéé (sensible (sensible àà temptempéérature)rature)
–– Mise au point (requiert un technicien expMise au point (requiert un technicien expéérimentrimentéé))



Exemple dExemple d��application du tri (I)application du tri (I)

Marcus Reckermann, 
Research and Technology 
Centre Westcoast (FTZ) 
at Büsum (Kiel University)

-- SSééparation physiqueparation physique des des 
cellules dcellules d��intintéérêtrêt

-- Observation visuelle Observation visuelle 
(microscopie)(microscopie)

-- ConcentrationConcentration des des «« cellules cellules 
moins abondantesmoins abondantes »»

-- Mises en culture Mises en culture 

Echantillon marin



Exemple dExemple d��application du tri (II)application du tri (II)

EchantillonEchantillon hhééttéérogenerogene

TriTri

Analyse par Analyse par cytomcytoméétrietrie en fluxen flux

Analyses ultAnalyses ultéérieuresrieures
Biologie molBiologie molééculaire culaire 
(g(géénomique, nomique, protprotééomiqueomique))

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

ProtProtééomiqueomiqueGGéénomiquenomique

CelluleCellule
(cytomique)

Relation structure/fonction
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