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« Il n'y a plus UNE cytométrie mais DES cytométries »

o Cytometrie en flux

o Cytomeétrie d’'images

e Cytomeétrie de masses

L’apport des équipements Phenocan ont augmenté
gualitativement I'offre du po6le de cytométrie Lyonnais
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ORGANIGRAMME OPERATIONNEL DU PLATEAU TECHNIQUE AniRA-CYTOMETRIE
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ERGONOMTIE DU PLATEAU TECHNIQUE PRINCIPAL DE CYTOMETRIEET
INTEGRATION DE LIMAGESTREAM X

Imagestream X
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Station de traitement des données




APPORT DE LA CYTOMETRIE DIMAGE (IMAGESTREAM X)

Instrument

Cytométrie interdisciplinaire

Microscopie

Imagerie en flux

Acquisition rapide
Quantification numérique d’'image

Analyse de populations rares

Analyse statistique sur un grand nombre de cellules



APPLICATIONS : Microbiologie, Immunologie, Parasitologie....

ETUDES EXEMPLES
Signalisation cellulaire Translocation NFkB , Localisation
Internalisation et phagocytose Internalisation, phagocytose de

bactéries par des monocytes

Colocalisation intracellulaire Colocalisation de ligands
avec les lysosomes

Etude de forme Differentiation cellulaire
Interaction entre cellules Formation de synapse
Mort cellulaire et autophagie Apoptose, fragmentation nucléaire,

Activation caspase3

Classification morphologique des

Cycle cellulaire et mitose phases de mitose

Cellules souches Différenciation erythrocytaire




CONFIGURATION SELECTIONNEE DE LIMASTREAM X - PHENOCAN

* 4 lasers: - Violet (405nm)

- Bleu (488nm)

- Rouge (642nm)

% 12 parametres simultanés :

2 X « brightfields »

1 «darkfield » Ssc -

++3 tailles d’objectifs

@y
{J | I.: I{'J _

x20 (1 um/pixel)
x40 (0.5um/pixel)

x60 (0.33um/pixel)

/

9 fluorescences /

** Module d’extention de
champs « Extended Depth of

Field » (EDF)




BANC OPTIQUE: SCHEMA GENERAL




BANC OPTIQUE: INTEGRATION DU SIGNAL

Principe d’'intégration du signal de fluorescence ou “Time Delay Integration”

Z__PRESEN-1_Graphics ANIMAT-1_TD5D1D-1{1J.MOV == CAMERA - TDI CCD

LE}L-‘ST Edit  Wew Window Help

*Fluorescence receuillie durant
toute la durée de passage
devant le détecteur

sLa lumiere est détectée sur la
premiere ligne de pixels, puis
transférée au pixel situé au
dessous en synchronisation
avec la vitesse de passage de
la cellule

e L'intensité lumineuse est
intégrée sur toute la hauteur du
détecteur

Augmentation de
la sensibilité en

conservant une
Augmentation du débit= perte de sensibilité image nette




PREPARATION DES ECHANTILLONS ET ACQUISITION DES DONNEES

> Préparation des échantillons
v' Similaire a la cytométrie
v' Simple marquage (compensation)
v’ Passage en eppendorf 1.5 ml, 20ul/échantillons
v"  Concentration cellulaire: 10-100 M/m|

> Acquisition des données
v Logiciel Inspire
v' 1000 evts/sec maximum (moyenne de 5 min par tubes)
v' Compensation automatique
v" Simple d’utilisation
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ACQUISITION DES DONNEES

Logiciel d’acquisition : INSPIRE

Galerie d’'images:

Affichage en temps Controle de

I'instrument:

lumination
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Dot plot:
Incrémentation
des événements
en temps réel




ANALYSE DES DONNEES 1/3

Logiciel d’analyse: IDEAS

Galerie d'images
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ANALYSE DES DONNEES 2/3

LISTE NON EXHAUSTIVE DES PARAMETRES DE QUANTIFICATION DES IMAGES

TAILLES (en microns) Aire, Diamétre, Longueur ...
FORMES Circularité, « Shape Ratio » ...
LOCALISATION (coordonnées X,Y) Centroides XY ...

TEXTURE:

. . ., Comptage de spots, Gradient RMS ...
mesure des variation d’intensité locales

INTENSITE de signal Intensité, Moy. Pixel, Intensité des spots....

COMPARAISON Similarité, « Brigth Detail Similiraitry » ...



ANALYSE DES DONNEES 3/3

Select the wizard to use for analysis:

Open File

| Display Properties

WIZARD : UN OUTIL D'ANALYSE ASSISTE

Creates atemplate to facilitate analysis.

Automatically sets image display properties.

|dentifies single, focused, fluorescent positive cells.

|

I

| Begin Analysis
::"ﬁ,:-. y |

=@ Fature Finder

!ﬂssists the user in picking relevant features for separating populations.

|The file must contain members of each population.

Creates an analysis template for idertifying apoptotic everts based on brightfield and
nuclear morphalogy.

- .-' |
I

|Cel| Cycle - Mitosis Creates an analysis template that distinguishes mitotic and apoptotic events.
s | i Creates an analysis template for measuring the codocalization of two probes on,in . or
L | Codocalization between cells in your sample.
I
Creates an analysis template for measuring the intemalization of a probe.

| Intemalization

‘I MNuclear Localization

Creates an analysis template for measuring the nuclear localization of a probe.,

T
|
!
iShape Change

Creates an analysis template for measuring circular morphology.

-% Spm

Creates an analysis template for measuring texture based on spot courting.
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ANALYSE DES DONNEES 3/3

WIZARD : UN OUTIL D'ANALYSE ASSISTE

Select the wizard to use for analysis:

Open-File Creates atemplate to facilitate analysis.

| Display Properties | Automatically sets image display properties.

|
| Identifies single, focused, fluorescent positive cells.

T i R R « non supervisé » : détecteur de paramétres

| Creates an analysis template for identifying apoptotic events based on brightfield and

| Apoptosis | nuclear morphalogy.
[ T
|Cel| Cycle - Mitosis | Creates an analysis template that distinguishes mitotic and apoptotic events.
| : : T :
s | i | Creates an analysis template for measuring the codocalization of two probes on, in , or
L | Codocalization |between cells in your sample.
[ T
| Intemalization | Creates an analysis template for measuring the intemalization of a probe.
‘I MNuclear Localization ICreates an analysis template for measuring the nuclear localization of a probe.

il
| T
.i Shape Change | Creates an analysis template for measuring circular morphology.
-| Spot ICreates an analysis template for measuring texture based on spot counting.
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EXEMPLES D'APPLICATIONS



AUTOPHAGIE

+*Quantification de la LC3-GFP

s*Probléme: forme soluble et lipidique

JO J3

Original Image

Background Image

Normalized Frequency
o o

Bright Detail Image o

0 164 Zed 3e4d deq bed Ges
Bright Delal niensily R3_MGC_Chd2

Données PTC SFR -ANSES
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MESURE DE LA FRAGMENTATION NUCLEATIRE

** Marquages des noyaux au DAPI

+* Analyse morphologique des noyaux
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GESTION DES DONNEES



DONNEES GENEREES

Channel 3 Channel 4 Channel 5

Raw Image File
(.rif) 1 -

Compensation matrix (.ctm)

Corrected Image
File (.cif)

Channel 3 Channel 4 Channel 5

Analysis template (.ast)

Flow Cytometry
Standard (.fcs)

<  Data Analysis

File (.daf)




GESTION DES DONNEES: Importance de la taille des données générées

V 4 [ V 4 [ ) ’.
Cytométrie en flux Cytométrie d’'images
10 parametres de fluorescence 4 parametres / imagés
50 000 évenements 50 000 évenements
10 échantillons 10 échantillons

100 Mo 10Go
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GESTION DES DONNEES : mise en place d'un serveur avec acces VPN (virtud Private Network)

Navigateur web

J(:_:_n o — = Cytometrie Explorer - /
o ¢ | (B~ Google Q) (B3] [&] (]
hiltpSaiie: acces depuis I'extérieur (labo...)

w1 !nserm

nnnnnnnnnnn

Cytométrie Gerland

Entrez vos identifiant/mot de ™

Identifiant (o
Mot de passe 2

Mot de Passe

[C) Mémoriser

Utilisé pour le transfert uniguement & avec quota

Crédit : Pascal George RRI RA
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UTILISATION DE L'ISX



PROCESSUS D'UTILISATION DE LTSX

PRISE DE RDV

—>

ENTRETIEN
ET FEUILLES D’INFORMATIONS
EXPERIMENTALES

ACQUISITION
DES ECHANTILLONS

ANALYSE DES
DONNEES
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ENTRETIEN ANALYSE DES

PRISE DE RDV >ET FEUILLES D’INFORMATIONS|—> DESAECSHUAISIJI:I(_)LIENS —> DONNEES
EXPERIMENTALES

Demande de RDV aupres des membres du plateau technique de cytométrie

(@ sebastien.dussurgey@inserm.fr

thibault.andrieu@inserm.fr

04 37 28 23 32
04 37 28 24 22
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PRISE DE RDV

>

ENTRETIEN
ET FEUILLES D’'INFORMATIONS
EXPERIMENTALE

ACQUISITION
DES ECHANTILLONS

accurate spot counting, This technology this provides

- —
Name: T5IAUC 12—\
Lab: (i <
mall; (ol Bleme @ iupe &
Phone: ok 3F2¥t6 5T
T elpyou cefne you
ikl b i B ey
Tne megestream s g esauicn 1ign speed sutcmated mirosoop hat umerly quantfes
celluiar morphology and the intensity, location and co-location of luorescent probes within te
thousands of cells per sample. Tt magesxreﬂm system can be equipped with 20x, 40x ar\d SOX
cbjecivesto = 2y experiments. It can also
that i ;,e the
2 wide range of abjective znd statisically robust microscopy applicafions. Please answer the following
questions felated t the experiment you pian 1o try on the insirument
rish to try (x 2!l thet apply):

help us guide your

equipped with optics

s ars important for my application (x all that apply):

ion statistics
y

iher (please describe;

amnis

Description technique de I'expérience :

adaptée a I'lISX ?

ANALYSE DES
DONNEES

s imageStream MKIl Data Acquisition Form

— [Title:

Ben

Rundater A% - 13

Resesrcher o L

st
[reatment:

[ Cone (<i0'imi):_ {5 75 | RunBuffer; 775"

Channels:

Band___Fluorochromo Targot
Brightield Morphology

4EP [

PE

Grandarity

TV

Brightfisld Morphology

|
[
10

“Note expected subpopulation frequencies
Notes:

Collection information: __ C
Instrument: A0E7375 power: 458 power:

561 power:
ag: Eor

595 power: 558 power: 758 power:

T
Core diameter: 10um | Velocity: 55

[ % Beads: 10% |

Spesd
Collection Population

v 1112272013

amnis
Part of EMD Miore

Discussion sur l'optimisation de la
préparation des échantillons
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PRISE DE RDV

—>

ENTRETIEN
ET FEUILLES D’'INFORMATIONS
EXPERIMENTALES

ACQUISITION
DES ECHANTILLONS

ANALYSE DES
DONNEES

-Par I'un des membres du plateau technique

-Par l'utilisateur apres formation

EN CONSTRUCTION
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PRISE DE RDV

>

ENTRETIEN
ET FEUILLES D’'INFORMATIONS
EXPERIMENTALES

ACQUSITION
DES ECHANTILLONS

-Par I'un des membres du plateau technique

-Par l'utilisateur : remise d’IDEAS, apres formation

ANALYSE DES
DONNEES

EN CONSTRUCTION

-Possibilité de collaboration avec le plateau, dans le

cadre d’un projet long
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Merci de votre attention



