Les Fluorochromes du
cycle cellulaire

Preparation des cellules, choix de la sonde, proliferation

Jean-Francois Mayol
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Le“CycIe Cellulare

Perturbation du cycle cellulaire
Arret du cycle . Proliferation
Mort cellulaire . 5
Senescence incontrolee
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Le Cycle Cellulaire

Interet de I'etude du cycle cellulaire
Pharmacologie anti-cancereuse
Diagnostic clinique
Etudes des effets d’agents genotoxiques

Etude de la proliferation
Cycle cellulaire et fonctionnalite cellulaire
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Check-point G2

Augmentation du volume
cellulaire
Préparation a la mitose
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Cycle cellulaire = contenu en ADN | |

Les fluorochromes pour I'analyse du cycle cellulaire
La preparation des cellules
Cuisine : comment avoir un bon CV

- Laproliferation cellulaire

-




Les fluorochromes

Dapi Hoechst 1O FRO-3 7 AAD

lodure de Propidium

Bromure d’ethidium DRAQ 5 Acridine Orange

Pyronine Y Vybrant Dye Cycle
Chromomycine A3 Sytox




Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants

Dans une double helice

ADNADN
ADN

lodure de Propidium Perméabilisation

Elimination des ARN




Les fluorochromes
Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants
Modification des proprietes spectrales

[CANCER RESEARCH 38, 3656-3662, November 1978)

Excivarion ar 488 nm

FLYORESCENCE

Bound to DNA

S0 $2 S8 $6 b 3 60 62
ENISSION WAVELERGTE (xD nm)



Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants

Effets de la concentration saline

Martens ACM, van den Engh GJ, Hagenbeek A: The fluorescence
intensity of propidium iodide bound to DNA depends on the concen-
tration of sodium chloride. Cytometry 2:24, 1981

100
channel number elative DNA ntent
Fic. 3. The influence of the :\ aC l concentration during DNA
measurements in thymocytes under stable conditions after staining
with Pl and resuspension in three different solutions. Curve 1, Na(Cl,
0.15 M: curve 2, NaCl, 0.075 M: curve 3, distilled water.
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Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants

Problemes de Stacking

Deformation de la double hélice
(réduction de 26°)

Denaturation des structures tertiaires

Augmentation de la variabilite du
marquage




Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants

lodure de propidium




Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants

IP Ethidium




Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants

Ethidium /-AAD

L’-Pro

L-MeVal




Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants

TOTO, JOJO et leurs amis
Dimeres de cyanines

Invitrogen.com

Q/

POPO-1
BOBO-1
' YOYO-1
TOTO-1
B JOJO-1

POPO-3

LOLO-1

BOBO-3
YOYO-3
TOTO-3
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Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants
TO-PRO et compagnie

Monomeres de cyanines

TO-PRO 3

without RNase with RNase

0

O
=
-
-
L
O

DNA

F1G. 1. The effect of 1%w/v RNase added to TP3-containing cell suspensions of PBL. Two histograms
are shown: (A) without (CV = 7.9%) and (B) with RNase treatment (CV = 3.6%).
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Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants

DRAQS5 Diffuse librement a travers les membranes

Cytometry Part B (Clinical Cytometry) 58B:47-52 (2004)

DRAQS 2 Pl

DI=1.7 DI=1.7
CV,=5.4% & CV,=2.2%
CV,=4.0% e CV,=2.0%
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Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Acridine Orange Les intercalants

Fluorescence verte :ADN (530nm)

’ Fluorescence orange :ARN (640nm)
ou ADN Dénature

Traitement RNase + dénaturation acide

[CANCER RESEARCH 37, 4635-4640, December 1977]

Problemes de diffusion e T TT 71
Ajout d’AO dans le liquide de gaine

Contamination des tubulures
Javel



Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants

Molecules cationiques: necessite de permeabilisation
Ne sont pas specifiques de 'ADN
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Contenu en ADN



Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nuclelques
Les intercalants

Molecules cationiques: necessite de permeabilisation
Ne sont pas specifiques de TADN

Molecules les plus utilisees pour I'analyse du cycle cellulaire

Seuls utlllsables pour. les compralsons de tallle de genome
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Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Les intercalants

Molecule | Abs max (nm) " Em max (nm)

YRS VPRI PP
Acridine Orange 500/460 530-640




Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques

Liaison electrostatiques




Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques

Liaison electrostatiques

Regions riches en

o bases AT
Hoechst
33 258 33 342 Pas de traitement RNAse
Cellules Cellules
fixees fixees

+ vivantes



Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques

Liaison electrostatiques
Hoechst 33 342

Tri de cellules vivantes en fonction de leur phase du cycle

Cytometry 49:170-175 (2002)



Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques

Liaison electrostatiques
Hoechst 33 342

Cytometry Part A 60A:173-181 (2004)

Hoechst 33342 bound to DNA — iy
Hoechst 33342 in solution Hoechst non lie a TADN : fluo 510 nm
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Rendement quantique x60

Hoechst lie a TADN : fluo 460 nm
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Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques

Liaison electrostatiques
Hoechst 33 342

Exclusion par pompes de chimioreésistance

Propriete utilisee pour la caracterisation des cellules souches

Goodell, M.A., Brose, K., Paradis, G., Conner, A.S., and Mulligan, R.C. (1996). Isolation and functional
properties of murine hematopoietic stem cells that are replicating in vivo. J Exp Med 7183, 1797-1806.

340 510 580
Hoechst red height

HosCp2y 16 ey
340 U0 08 3N




Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques

Liaison electrostatiques
Hoechst 33 342

Se fixe sur les regions riches an bases AT
TATA Box : effets sur la différenciation
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Fig. 3. Efiects of Hoechst 33342 on C2C12 and PC12 cell differentiation. C2C12 were plated at low cell density (A, B) or high cell density (C, D) as
described in Section 2. (A and C) are control cells; (B and D) are Hoechst 33342 treated cells. PCI2 cells (E and F) are incubated with a sub-optimal
concentration of NGF (10 ng/ml). (E) control cells, (F) Hoechst-treated cells

Adamski D. et al. (2007) FEBS Letters



Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nuclelques

Liaison electrostatiques
Hoechst 33 342

Se fixe sur les regions riches an bases AT
TATA Box : effets sur la différenciation

Bloquage du cycle cellulaire
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Les fluorochromes
Modes de liaison aux acides nucleiques

Liaison electrostatiques
DAPI

Petit sillon de la double helice
region riche en bases A-T

«Semi-permeanty

Cytogenet Cell Genet. 1993;64(3-4):286-91.

Tres bons CV

Difféerence d’intensite de

fluorescence : 4,8 % X- AND Y- SPERM PEAKS
i = RESOLVED IN A SAMPLE
LYo 0.000.80 FROM A CYTOGENETIC-
ALLY NORMAL RAM



Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques
Liaison electrostatiques

Chromomycine A et Mithramycine
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Les fluorochromes

Modes de liaison aux acides nucleiques

Liaison electrostatiques

Molecule | Abs max (nm) " Em max (nm)

BT T




Les fluorochromes
Modes de liaison aux acides nucleiques

Liaison electrostatiques

Non utilisables pour faire de la «masse» d’acide nucléeiques
Utilisable pour estimation rapport G-C/A-T

- — -
S. aureus (31% G + C)

E. coli (50% G + C)
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CHROMOMYCIN A; FLUORESCENCE



Etude Etude
Monoparametrique Multiparametrique

Cellule vivante ou fixee ? Cellule vivante ou fixee ?

Cellule entiere ou noyau ! _ ~ Cellule entiere ou noyau ?
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Préeparation des cellules




Préparation des cellules |

Cellules entiere ou noyaux isolés !

Protocole rapide Acces au noyau facilite

Acces aux antigénes Meilleurs CV

Emaresalre ‘Diminution de |
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Préeparation des cellules

Mode de fixation

“Though I'm no linguist, I have heard
that every Eskimo

Learns sixteen different words describing
different kinds of snow.

I find it hard to understand how
histochemists live

And work with but a solitary word for fixative.”




Préeparation des cellules

Quel fixateur ?
Hoechst

Cellules vivantes I P

GO/G1 = 5814%

S = 32+3%

G2+M = 10£2%
CVGOIG1= 4,9:0,5%
IS=1,83+0,04

Ethanol 70% Méthanol 85%

GO/G1 = 46+8% GO/G1 = 4429%
S=47£11% S=51212%

G2+M = 7£3% G2+M = 5£3%

CV GOIG1= 3,210,8% CV G0/G1= 2,820,5%
IS= 1,98£0,05 IS = 1,84+0,00

Ethanol 70% Méthanol 85%

GOIG1= 5817% GO/G1 = 4625%

S = 3416% S=42+4%

G2+M = 8+3% G2+M = 1224%
CVGOIG1= 4,1£0,3% CVG0/G1= 3,520,8%
IS=1,7840,03 IS=1,7920,04

Paraformaldéhyde 4%

GO/G1 = 4418% GO/IG1=41£1%
S=47£10% S =57+5%

G2+M = 5£5% G2+M = 245 6%

CV G0/G1=5,020,7% CV GOIG1= 6,242 4%
IS =2,02+0,06 IS=1,80+0,08

Paraformaldéhyde 4%

G0/G1= 57+11% GO/G1= 5925%

S = 35+9% S=34x1%

G2+M = 8+4% G2+M = 7+5%
CVGOIG1=4621,1% CVGO/G1= 5,120,5%
IS=1,8110,05 IS = 1,7610,02
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Formaldéhyde 4%

GO/G1 = 55+8% GO/G1 = 5125%

S = 39:6% S = 3724%

G2+M = 6£3% G2+M = 12+2%

CV G0/G1=9,9+1,5% CV GO/G1= 3,710,6%
IS = 1,8410,32 IS = 1,88+0,05
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Formaldéhyde 4%

GO/G1= 5724% GOIG1=65+13%
S=37x1% S = 24x15%

G2+M = 624% G2+M = 11£2%
CVG0/G1= 4,8940,8% CVG0IG1=8,0+1,1%
IS =1,7120,03 IS=1,7520,25

Contenu relatif en ADN (Fluorescence 1P

«Cycle cellulaire et cytométrie en Flux» - Lavoisier 2010
Figure C. Cottet

- Contanu relatif en ADN (Fluorescence Hoechst 33342) ——




Preparation des cellules

Quel fxateur !

Ethanol : - precipite les proteines en les denaturant
- dissout les lipides complexes
- detruit le chondriome et 'appareil de golgi

- structure des audes nuclelques preservee
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Preparation des cellules

Quel fxateur !

Aldehydes : - coagulation et insolubilisation des proteines
- maintient de l'integrite membranaire

- preserve |'état structural des organites

- - formation de ponts internes aux bases G-C
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Analyse des cellules

Comment avoir un bon CV

4 _ Ecart -Type
pole-emploi.fr Coeff Variation =

Moyenne

Ecart type = 0,425 x largeur a mi-
hauteur

2011-11-15_No treatmemt 0Gy.fcs
Cell Cycle

Watson

RMS = 1,59

Freq. G1 = 35,08

Freq. S = 40,1

Freq. G2 = 22,86

Gl Mean = 89173

(Clov = 4,91
G2 cv = 5,04
> = 5,43

Freq. super-G2 = 2,39

3578

0 SO0K 100 1S0K 200K 250K
Hoechst 33258-A




Analyse des cellules I,

Comment avoir un bon CV

Capacites d’analyse de I'appareil




Analyse des cellules

Comment avoir un bon CV

Capacites d’analyse de I'appareil

Valeurs minimales de voltage

1FITC-ACY

THEACY

1 PerCP-Cya-5-A CY
P1APC-CyT-ACV

APC-ACY
P1 PE-Cy7-A CY

00
PMT Voltage




Analyse des cellules

Comment avoir un bon CV

Capacites d’analyse de I'appareil
Depend de la configuration optique

Alignement

Filtres

” Filtre Passe-
\, Bande

Miroir
Dichroique
Miroir Dichroique

Lentille de Collection Fibre Optique




Analyse des cellules

Comment avoir un bon CV
Preparation de I'echantillon
Depend du fluorochrome utilise (Best : DAPI, IP, Hoechst)

Cellule entiere ou noyau

Intercalants : qualité traitement RNAse

Avec RNAse Sans RNAse

(%2}
Q@
=
©

&)

(o)
T

)

|
e

€

o
P

0
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K

Contenu en ADN



Analyse des cellules

Comment avoir un bon CV

Conditions d’analyse

Debit d’analyse

Pression différentielle “Normale” Pression différentielle “Elevée”
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Analyse des cellules

Comment avoir un bon CV

Conditions d’analyse
Concentration cellulaire
< Optimum <

Signaux de fluorescence
relatifs au contenu en ADN

Cellule . Aire = 2n

en GO/Gl  &° . /L Hauteur = 2n

Cellule
enG2/M 8 °

Doublet de .2 _
cellules _ Aire = 4n
en GO/G1 . ... Hauteur = 2n

Hauteur du signal

Aire du signal



Analyse des cellules
Comment avoir un bon CV

Utiliser le parametre «Temps»

250K

-
(&)
o
A

Flux Stable Flux Perturbé

Contenu en ADN
o
o
PN

100 200

Temps (Secondes)

Nombre de cellules

;

Contenu en ADN

cougsun 6 YDU



Analyse des cellules

Compensations et cycle cellulaire

o
=25

-~

" Marquage 7-AAD Marquage Hoechst 33342
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i Lo Ll

v Cellules
« Fusionnées
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1SOK 200K
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Systeme FUCCI

Cellules transfectées avec deux regulateurs du cycle
Geminin

G1 G1/S S

mKO2-
hCdt1
(30/120)

mAG-
hGem
(1/110)

merge
+DIC

aPCNA
Alexab33

Flu. intensity of mKO2

r'

Flu. intens}ty of MAG G cminin




Proliferation cellulaire

Principe

Generation

0




Proliferation cellulaire

Fluorochromes

[
ﬂ}?-v %

!
Compartiment Sonde Polaire | Sonde Lipophile
extracellulaire ,
l Insertion du fluorochrome
\ dm‘\:‘ lipophile dans la bicouche lipidique
\ )
Diffusion passive NOORO000 ®
o199 sle
a travers la membrane .0'.'.. Y
LY 0

R QQ
by ‘?.‘-.. ‘
A\ * Formation d’une liaison
L) . . ‘
N O covalente et rétention
LR dans la cellule \
)
L)
Composé
non-fluorescent \ l
Estérases A%\

\
Compartiment Peptide ‘l
\

Rétention du fluorochrome
dans la membrane

intracellulaire 4
Composé fluorescent




Proliferation cellulaire

Sondes polaires

9
. OCCHj3

Etérases 0 Peptide— NH,

Peptide—NH-C
0




Proliferation cellulaire

Sondes polaires

Molecule Abs max (nm)  Em max (nm)

542
carboxylique succinimidyl ester
DDAO-SE




Proliferation cellulaire

Sondes polaires

Efflux du fluorochrome

Centre

Gommun | |Sante Lyon-Est

d’'Imagerie

‘ ( : I L L aennec Fedération de Recherche

Plateforme d'Imagerie Cellulaire et Tissulaire (PICT)
Imagerie en Vidéomicroscopie sur Axiovert 200M

relargage du CFSE par des cellules marquees

CeCIL




Proliferation cellulaire

Sondes lipophiles

Section lipophile Section fluorescente

1




Proliferation cellulaire

Sondes lipophiles

Molecule Abs max (nm)  Em max (hm)
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Proliferation cellulaire

Sondes lipophiles

Molecule Abs max (nm)  Em max (nhm)

CellVue Maroon 647 667
CellVue Claret 655 6/5

CellVue Plum
CellVue Burgundy




Prolifération cellulaire @ |

Sondes lipophiles
oMin () 20 Min
5 Min 23 Min
G o
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Proliferation cellulaire

Interprétations

Lignee mono ou oligo-clonale

Indice de proliferation =

Mean Fluo |0

Mean Fluo Jn
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100 101 102 103 104
Intensité de fluorescence (u.a.)




Proliferation cellulaire

Interprétations

Lignee poly-clonale | |

Peak ratio: 0.53
Div. Index: 1.33
Prol. Index: 1.8

Lymphocytes T |8

Cell Counts

Ceneration 0: 518
Ceneration 1: 1328
Ceneration 2: 2052
Ceneration 3: 1805
Ceneration 4: 981
Ceneration 5: 169

mRMS: 1.2
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Merci pour votre attention
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