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Introduction

La cytométrie multi-couleurs (>4) prend de plus en plus d'importance dans fes“analyses en
cancerologie (Hadrup SR, Nat Methods, 2009;6:520-8), €N immunologie (Perfetto SP et col, Nat Rev Immunol,
2004;4:648-55), en hématologie (Craig FE et col, Blood, 2008;111:3941-67)...

A partir du moment ou I'échantillon est rendu mono disperseé, lumineux

Interrogations physiologiques (Heimbeck | et col, Cytometry, 2010;77A:823-30) et physiopathologiques
(Kostense S et col, Blood, 2002;99:2505-11), autour du phénotype cellulaire (Expression CDx); mais
aussi autour de leurs fonctionnalités (dégranulation, apoptose, activation caspases, potentiel
mitochondrial, dérivés actifs de 'oxygene, sécretion cytokines, prolifération)

L’augmentation du nombre de couleurs est rendue aisée grace au développement simultané
de nouveaux cytomeétres, de nouveaux fluorochromes et de nouveaux logiciels

Cette multiplicité de couleurs requiert des compensations de fluorescence inter-fluorochromes

Cas de 5 fluorochromes
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Introduction

Risque de FRET a cause de la proximité des antigénes (Sakeenah Hicks, Chris Ibegbu, John Altman,
February 19, 2002)

CD3 APC Gated CDS8 APC Gated CD45 APC Gated

{

~CD4 PerCP

]

A2/CMV - PE

No CD4 PerCP
» Encombrement stérique, absence de marquage

Image extraite poster, Joseph Lin et Arthur Weiss, Nat Rev Immunol




BECKMAN
COULTER

We're better fogether

Approche Empirique : la théorie

« Quelle est la question posée?

Liste d’antigénes que I'on veut suivre, marqueur gating?
Quel instrument : caractéristiques lasers, banc optique
Liste des fluorochromes

Quel échantillon, préparation?

Fréguence populations recherchées? Nombre évenements

Ajout marqueur viabilité (7-AAD, IP, EMA, autre) si f<1% totale, si activées,
inhibées, Ficoll, décongelees, traitement pouvant induire la mort cellulaire

b 4]

- Bafora EMA galing

o
£

Live-cell gate
Dead cells

After EMA gating
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Approche Empirique : la théorie

» Liste antigenes/fluorochromes
* Classement (Mahnke Y et Roederer M, Clin Lab Med, 2007,27:469-87)
v' Antigenes primaires : marqueurs connus, forts, constants, bimodaux (ex : CD3, CD19)
v' Antigenes secondaires : margueurs connus, +/- forts, continuum (ex : CD45R0, CD38)
v' Antigenes tertiaires : marqueurs inconnus, faibles, peu représenté (ex : CD25, CCR, CXCR)

Se procurer le maximum d’anticorps dirigés contre Antigéne primaire, un peu moins pour
antigenes secondaires et ceux disponibles pour les tertiaires

Commencer par choisir les fluorochromes les plus brillants pour les antigenes tertiaires
(PE, APC, PC5, PC5.5, PC7)

FITC || (22 )

| |
- ‘ | |
] |
i itoal o bl AP AY L] | | A i L

Alexa 700 || HAPCAlexe | ||/APCAlexa 750

Paclfic Blue |.
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Approche Empirique : la théorie

Exemple : Identification Lymphocytes Treg dans les biopsies et les sang péripheriques de
patients atteints de polyarthrite rhumatoide

Q : Y-a-t-il des differences de frequence et de fonction de Treg, chez des patients
traités par la molécule X, et des patients traités par Y?

Machine Gallios 10 couleurs 3 lasers
Cellules rares sang, et biopsie, décongelées, activées : marqueur de viabilité FL4

Phénotype : CD3+*CD4+CD25+CD127'°" foxp3+CD279+-CD45R0*- CD45RA*" IL10+ TGFR*"
Faire un tableau marqueurs vs fluorochromes disponibles

Association antigénes tertiaires avec les anticorps couplés aux fluorochromes les plus
brillants ex : IL10-  ou APC/TGFB-PE ou /CD279-PE ou AlexaFluor647 ou
v Bilan des places libres : FL3-7-8-9-10

Association antigénes secondaires avec Acs
Ex: CD25 /ECD/AA700/AA750/PB-CD127FITC/ -CD45RAFITC/ /ECD/AA750-
CD45R0OFITC/

v" Bilan des places libres : FL8-10

Association antigenes primaires avec Acs CD3 ou KrO - CD4 ou AA750

v' Possibilité de DUMP Channel avec 7AAD exclusion des cellules CD3*/ CD4-TCD8 et NKT ajout
CD8PC5 et CD56PC5
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Approche Empirique : la théorie

« Tube premiére intention :

CD25FITC/IL10-PE/CD45R0-ECD/7AAD+CD8-PC5+CD56-PC5/CD279-PC7/TGFB-APC/CD127-
AA700/CD3-AA750/CD45RA-PB/CD4-KrO

« Choix premiéres intentions doivent étre réalisés selon le phénotype que I'on cherche

v
v
v

v
v

ce que 'on doit voir

ce qui est co-exprimé

les intensités de fluorescences relatives, éviter marqueur dim avec un marqueur fort qui fuit beaucoup
dans le canal du marqueur dim

les fuites des fluorochromes

les caractéristiques des machines

Procurer vous les marqueurs primaires et secondaires dans plusieurs couplages, ils pourront
servir aux compensations, apporteront la souplesse aux futurs manips

Validation technique

Une fois les anticorps réunis, réaliser des mono-marqués sur un échantillon représentatif (ou
positif) de ce que vous voulez analyser en multi-couleur, afin d’apprécier sa qualité :

v

Ecart Neg/Pos

v Accrochage non spécifique

v
v

Fuite
Réaliser une titration (la dilution : Ratio de MFI Pos/Neg est le meilleur ou Stain Index)

v Représenter les données dans un tableau Marqueur vs détecteur
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Approche Empirique : la pratique

ChOiSir Ies COU Ia eS . V565 | V585 : WBO5S VeSS VTS Ve | B515 GE1D | GESD ) Grip GTED REE0 RT10 RTE0
B " | I a :
-Tertiaire vers primaire e

-Meilleure séparation

g
-Moins d’accrochage 8
possible g

-Utilisation de

marqueurs de gating

pour antigéne rare/peu

de cellules*

copiar

-Possibilité d’identifier
plusieurs candidats qui
vont generer -
différentes
combinaison de tubes

a tester ;

CD154

-Possibilité
d’optimisation...

(Mahnke Y et Roederer M, Clin Lab Med, 2007,27:469-87)



Approche Empirique : la

Test des combinaisons sélectionnées

Incuber cellules avec anticorps/marqueur viab
connus (les primaires)

Ex : 7-AAD/CD3-AA750/CD4-KrO et 7-
AAD/CD3-KrO/CD4-AA750 et méme chose
avec CD8-PC5 +/- CD56-PC5

[Ungated] [LYMPH]

[LYMPH]

CD3 AA750

Ajout des anticorps dans
ordre de gating

Possibilité de tester les
alternatifs au fur et a
mesure de la création

CD3 AA750

pratique

(Mahnke Y et Roederer M, Clin Lab Med, 2007,27:469-87)

+ CD3-PE-Cy5.5

+ ViviD

+ CD4-QDE55

+ CD8-QD585

+ CD45RA-QD545

+ CD27-QD605

+ CD28-PE-Cy5

+ CD127-PE-AxT50

+ 5A-QD565

+ PD-1-biot + SA-QD565

+ CD107a-AxB20

+IL-2-Ax594

+IFN-g-APC

+ MIP-1b-PE

+ TNF-a-FITC

+ CD154-APC-CyT

unstimulated cells b

(no cytokines, CD107a,
CD154, PD-1, ViViD)
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Approche Empirique les problemes o
(Mahnke Y et Roederer M, Clin Lab Med, 2007,27:469-87)

CD4QDs55 CD4APC

before adding
CD154APC-CyT I
and L2~ o

before adding
CD28FELys

+ CD28PECs + CD154APC-Cr7

_ + [L-2Ax592 o
QRg=aes R780 (CD1544°C-r7)

GB10 (IL-24x584)

b

unstimulated

e

before adding
PD-1biot + SAQDSES *

c + SAQDSES

before adding
IFN-yAPC

+ PD-1biot

V565 (PD-1tiat + SAQDSES)

CD27a060s

+ IFN-yPe

CD28PECs
CD28PECy5

+ |[FN-yAPC
after corrected
compensation

CD28FELYS

CD127PE-Axs0 IFN-yAPC

o 1wt o10f
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la sensibilite

Unstained

Approche Empirique

[Lymphocytes] ranckid

R

[Lymphocytes] Panel 14

|Pos population]

yd

Positive population

Negative population

Neg population

FL6 Channel 660 BP 20
FL8 Channel 755 LP

CD8 APC Alexa Fluor 700 CD8 APC Alexa Fluor 700

X-Med X-Stdev  X-CV X-Med X-Stdev  X-CV

0,25 13,77 285,20 0,25 13,77 285,20

Negative population 0,22 0,16 61,41 Neg population 0,22 0,15 60,88
Positive population 45,64 9,51 20,72 Pos population 45,44 10,17 22,41
Y-Med Y-Stdev Y-CV Gate Y-Med Y-Stdev  Y-CV

0,20 0,61 149,27 All 0,29 8,03 271,97

Negative population 0,18 0,15 69,01 Neg population 0,27 0,14 47,14
Positive population 2,12 0,46 21,45 Pos population 26,64 5,99 22,54

>

[Lymphocytes] [Lymphocytes]

1.0 = no background
expansion

Relative Background Expansion

Pos population

14 23 24 16 27 18 19 30

{Positive population Reagent Combination

Neg population

Negative population|

FL6 Channel 660 BP 20
FL8 Channel 755 LP

B PE Autofluorescence ||
O Panel 14
B Panel 12

B APC Autofluorescencel
@ Panel 12

Panel 29

B FITC Autofluorescence
B Panel 14
B Panel 29

CD8 APC Alexa Fluor 700

X-Med X-Stdev  X-CV

0,25 13,77 285,20

Negative population 0,22 0,15 60,08
Positive population 45,65 9,47 20,62
Y-Med Y-Stdev  Y-CV

0,17 0,20 96,65

Negative population 0,17 0,14 69,74
Positive population 0,17 0,24 133,48

CD8 APC Alexa Fluor 700

X-Med X-Stdev X-CV

0,25 13,77 285,20

Neg population 0,22 0,15 60,88
Pos population 45,59 9,67 21,12
Gate Y-Med Y-Stdev Y-CV
All 0,13 0,29 204,41
Neg population 0,13 0,13 94,48
Pos population 0,13 0,81 537,52

(McLaughlin BE et col, Cytometry, 2008,73A:400-10)
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Le test : pensez aux contrC
. Contréle des com ensatlons (Mahnke Y et Roederer M, Clin Lab Med, 2007,27:469-87)

VEss
GE6D G710 G780 RE60 V450 V545 V585 VE655  ~pgapess

For compensation: For compensation: CD28PECYS CDIPECHSSCD27PECY CDAAPC  VIVID CDASRAQDSS CDBADSIS CD4G0ESS 1. oo
G710r0s : cells G710res : cells
G710m9 : beads G7100s : cells - o (=g e = of o0

LIS LA N L M N LN MR N B L e L T

10°  10* 10° 0 10° 10*
G710: CD3PE-Cy55
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[Im‘ LT Chd+ CDE+ 2 0,18%

LT CD4 CD8dim : 0,38%

LT CD4 dim : 53,02%)

"

¥ (D4 PE-Texas Red

LT CD8 CD4dim : 0|

—

CD3 Pacific Blue CD8 APC-Alexa 750

LT NCD8 NCD4 : 2,37%) T cD3 - 28 06%]

All stains All stains
except CD45RA except CCR7 All stains

CCRT Cy7PE

CCR7 Cy7PE
Omit CCR7 Cy7PE (FMO)

Tla19

CD45RA QD6SS

CCR7 CyTPE

Omit CCR7 Cy7PE (FMO)
CCR7 Cy7PE

T T T

Omit CD4SRA QDESS (FMO)  CD4SRA QD653 CDA45RA QD655 CD4-PECY7

(McLaughlin BE et col, Cytometry, 2008,73A:400-10; Hulspas R et col, Cytometry, 2009;76B:355-64)
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Le test : pensez aux témoins

« Temoin négaitif interne : cellules qui N’expriment pas le marqueur, mais qui
ont la méme auto fluorescence et accrochage que celle d’intérét (sauf si

minimisé

CO15 FITC CD15 FITC
|

Structure

1
|
|
1
|

CD3 AA750

(Hulspas R et col, Cytometry, 2009;76B:355-64)
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Reperes pour le cytometre

« Une fois les réglages realisés, penser a prendre des reperes de setting
pour le cytometre, ne pas appliquer de compensations

« Ex :passage des billes 6 peak (a79017), 8 peak (a71145) et FlowSet Pro (ass4ez)
transferts de protocoles et standardiser dans le temps

[6 peaks] [8 peaks] APC H7 750nm LP

Pic 8
H

r

|6 peaks : 98,34%

0

0 200 400 600 80 1000
FS INT 10° 101 10° 101
CD56 PC7 CD3 AA750
Gate X-Mode Gate X-Mode
All 0,00 All 23,64
Pic 2 0,31 Pic 1 0,19
Pic 6 105,20 Pic 8 144,12
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Les étapes de la manip
Passage des billes de contrble qualité (ex : FlowCheck Pro)
Passage des billes de vérification des settings (ex : 6 peak)

Passage des monomarqués pour verification des compensations et ou re-
ajustement en ré-analyse (attention au conditionnement, utilisation autre
du méme fournisseur)

Passage des tubes FMO (positionnement seuils et gates)
Passage des témoins positifs et negatifs de la manip

Passage des echantillons a explorer
Récupérer les data, puis ré-analyse depuis votre post deporte

[LYMPHO]

[8 peaks] APC H7 750nm LP [LYMPHO] " [CD4+ CD45R0-]

lpics U SR CD4 CD45RO- CD27+ CD62L+ :

[

95,90%

Pop Pos

CD25-PECY5

CD62L ECD

—

Pop Neg

o 2 : CD62L ECD v 10’

Gate Y-Med Y-Mean
) CD3 AA750 Al 024 0,26 FL2 CD4-PECY7
glalte X'QA; 63 Neg 0,24 0,26 Gate  X-Med X-Mean

Pic 1 0,19 Pos 0,25 0,28 All 0,15 0,16

: PopNeg 0,15 0,16
Pic 8 144,12 Pob Pos 016  0.16 CD27 AA700

CDé62L ECD




CD19-APCCy7T

CD19-APCCy7

Remarques

« Tandem variable d’un lot a un autre

 Cou

BC

Compenzation b atrix

RY

b =

T Hm’i‘m. I WY

CD3-APC

Vendor 2

10°%

107
107

10°

1

F2

|

Compenzation batrix

CD19-APCCyT

0”“”

CD3-APC

HH‘O“‘ R

- |Fa

T
10! 0% 10

CD3-APC

FL2 FL3

0o oo

oo

CD18-APCCyT

T
101

CD3-APC

plage optimisé pour reduire les fuites
BC =Vendor2

CD19-APCCy7

CD19-APCCy7
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20 aNde

Three Lot Coparison of PCH5

nsity

— —Lot # 3021-101
— Lot # 1828-47
- - - Lot # 1828-95

Fluorescence Inte|

Ewmissioanaveleﬁgth (nrﬁo)

F2

] Faire une
CO3APC Compensatlon
pour chacun

des
fournisseurs

|°D ‘H.‘Li‘m‘ ‘.

CD3-APC
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Remarques

* Problemes de fixation non spécifique

CD3APC-H7

CD3APCA750

» Possibilité de neutraliser par ajout de serum, FcBlock
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Remarques
Attention a 'APC-Cy7

—#— APCCyf-PBS,no FFA
- ® - APCCyf-PBS,0.1% FFA

—— APCA750.PBS, no PFA
- # - APCA750.-PBS,0.1% PFA

—o - APCCyT Control (stored in dark)
—e - APCATS0 Contral (stored in dark)
.

e

5 © N
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o
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c
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S
(&)
2
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T T 1

o
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Time (hours) Exposed to Light (80 Lumens)
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o
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1% 19? 16"
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gsea G102

m
J

__ B < CD3-APCAlexa750
o aan=apeT  Dégradation de '’APC-Cy7 et H7
= par réaction enzymatique
— d'origine cellulaire...
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w0 et qcd - 10! 107

N T (Le Roy C et col, Cytometry, 2009;75A:882-90)
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Un exemple 10 couleurs

 Réalisation d’'un tube pour rechercher des Treg et I'état naif mémoire des Iymphocytes T:
CD45R0-FITC/CD45RA-PE/CD62L-ECD/7AAD/CD25-PC7
CD127-APC/CD27-AA700/CD3-AA750/CD4-PB/CD8-KrO

ks e colorisation L] Identification

WBC

Tre . CD4 et CD8

CD; 4 : 65,304 sans besoin de

.| FMO marqueurs

D4 147 . nets et connus
[LYMPH FS 55 : 0o

|dentification
| <5 I £ " Treg CD25br|ght

YMPH FS SS : 28,19% e CD1 27d|m FMO

=l utiles car

continuum

[LYMPH FS SS] [LYMPH FS SS] L4/, . . (Liu W et CO|, J EXp

4We)d, 2006; 203:1701-
1

CD3 AA750

CD25 PC7

[LYMPH FS SS]

D Treg : 0,02%|

CD127 APC CD127 APC

CD25 PC7
Cl125 PC7

FNAY7 ADC

CD3 AA750 CD3 AA750
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Un exemple 10 couleurs

[CD8] [CD4]

Naifs : 44,47% Naifs : 49,69%

[Treg]

Naifs : 20,76%

CD45 RA PE

CD45 RA PE

CD45 RA PE
CD25 PC7

Mémoires : 45,58%

Mémoires : 20,31% ""[Mémoires 1 29,16%

CD45 RO FITC CD45 RO FITC CD45 RO FITC

= = [Naifs]
[Naifs] [Naifs]
CD27-CD62L CD27+ CD62L+ : =
CD27-CD62L CD27+ CD62L+ : CD27-CD62L CD27+ CD62L+ : T N/A ‘ 7,70% 3 + )
oz7-Co I oz cor-Cox [ sozrs £iN 97,70% Naifs : CD45RA*/R0

CD62L*+ CD27+*

(Chattopadhyay et col,
Current Prot Immunol, 2005;
12.12.1-15)

CD62L ECD

CD62L ECD
CD62L ECD

CD27-
CD62L- : N/ CD27+ CD62L- :
A 2,30%

CD27+ CD62L- : CD27+ CD62L- :

27 | |-
cDé2L-:| | 7. ‘
2,74%

10,67% 0,97% -

CD27 AA700 [Mémoires] CD27 AAT00 [Mémoires] CD27 AA700 [Mémoires]
CD27-CD62L CD27+ CD62L+ CD27-CD62L CD27+ CD62L+ : CDZ7-CD62LI CD27+ CD62L+ :
+1:2,44% 14,63% +:3,80% 50,49% +12,62% 70,68%

CD62L ECD
CD62L ECD
CD62L ECD

CD27- || : cp27- i
CD62L- : D27+ CDB2L- : CD62L- ; CD27+ CD62L- : CD27+ CDB2L- :
11,11% 71,82% 11,30% 34,41% 24,61%

CD27 AA700 CD27 AA700 CD27 AA700
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Un exemple 10 couleurs

[CD4+CD8-CD45RA+CD45R0-CDé...

CD25 PC7

[CD4+CD8-CD45RA+CD45R0O-CDé...

CD25 PC7

[l cD62L-CD27- [T] CD62L-CD27+ [ ] CD62L+CD27- [] CD62L+CD27+

CD127 APC
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Conclusion

Multi-couleur n’est pas compliqué si on est prudent et rigoureux

Méthodologie onéreuse qui peut étre simplifiée avec ['acquisition
d'expérience

Gain de temps et d’argent si utilisation d'anticorps de qualité
Toujours vérifier I'instrument, et les compensations

Si compensation eénorme entre deux détecteurs, pensez a jouer avec les
sensibilites

Penser aux contréles, éviter le tube contrdle isotypique pour placement des
seuils, internes , FMO.

Témoin négatifs et positifs dans I'expérience comme dans la mise au point

Outils de ré-analyse dans logiciel comme le Tree Plot ou prism pour
rechercher des populations (perfetio S P et col, Nat Rev Immunol, 2004;4:648-55)
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Comparative Flurochrome Sensitivity between Platforms

@ FITC

O PE

OECD

m PECY5

m PECY5.5

m PECY7

m APC

O Alexa Fluor 700
@ APCA700

@ APCA750

W Pacific Blue

W Pacific Orange

O
2

(]
<

®]

et

©

c

>
7]

Comparaison séparation cellules CD8- et CD8+*
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Titration anticorps

o —e—SN
—@— Positive MFI
0- —a— Negative MFI

Fluorescencence

. o‘.s
Dose (ug/test)

Choix de la dose/volume a saturation

Ne pas vouloir étre trop restrictif si soupcon d’'une
augmentation importante de I'expression




[LT]

[LYMPH]
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We're better fogether
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(McLaughlin et col, Cytometry, 2008;73A:400-410)



& B
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Variabilité des couplages

PECy7 Conjugates

Multiple Vendors, Finished Tandem Dye
Multiple Conjugates
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