Flow Cytometric analysis of the cell cycle with cell fixation by paraformaldehyde
Preraration de la suspension cellulaire.

1) Ensemencez une culture de CHO à 35*103/cm2 
2*106 dans 10 ml de milieu de culture (MC) par boîte de Petri 100 x 20 mm: 58.95 cm2. 
2) Cultivez les cellules 24 heures dans l'incubateur (5% CO2; 37°C) 
Les cellules ne doivent pas être confluent
3) Rincez la monocouche de cellules 2 fois avec 3 ml du PBS, afin d'enlever les cellules mortes et «demi-mortes».



4) Ajoutez 1 ml de VERSENE 1, incubez 3-4 min  

(TP)
5) Enlevez le VERSENE, «tapotez» le pétri. Ajoutez 2,5 ml de PBS-2%FBS 

6) Décollez les cellules en pipetant plusieurs fois («up and down» avec l’embouts bleu de 1 ml), transférez la suspension dans un tube de 5 ml.

7) Rincez la Petri avec 2,5 ml du PBS-2%FBS, recoupèrant ainsi les restes de la suspension, transférez-les dans le même tube de 5 ml.

8) Centrifugez 10 min  à ****g (≈1000 rpm) 
9) Aspirez le surnageant et ajoutez 1 ml de PBS-2%FBS. 



10) Déterminez la concentration de la suspension ( avec l’hémacytomètre) et ramenez la à 105 cellules/ml. 
11) Distribuez 1 ml par eppendorf.
12)  Centrifugez («quick spin» 12 000 rpm  -- 10 sec) 


13) Aspirez le surnageant en lessant ≈50(l, «tapotez»  pour resuspendre le  culot dans ce liquide résiduel.

Decondensation de la chromatine.

14) Ajoutez 450(l de buffer H -  Triton X-100 0.05%  (saponine 0.05%) préchauffée à 37 °C

15) Rangez immédiatement dans la glace
16) Incubez ≈1 min







(4°C)
Fixation

17) Ajoutez 500(l de paraformaldéhyde (PFA) 2% froid (0°C)

18) Incubez 30 min 







(4°C)
19) Dans la centrifugeuse placez les eppendorfs en les mettant de façon que les languettes de bouchons ce trouvent en haut). Centrifugez («quick spin» -- 30 sec)  Faite une rotation de 180o aux eppendorfs (bouchon en bas) et effectuer un autre «quick spin» de 30 sec.

20) Aspirez le surnageant en laissant ≈50(l, «tapotez»  pour resuspendre le  culot dans ce liquide résiduel.

21) Centrifugez : double (bouchons en haut/en bas) «quick spin» -- 30 sec)
22) Aspirez le surnageant en laissant ≈50(l, «tapotez»  pour resuspendre le  culot dans ce liquide résiduel.

Coloration d’ADN

23) Ajoutez 250(l de buffer H -- RNAse A5 – PI6 

24) Incuber 30 min dans le noir. 




(TA)
25) Filtrez avec une mèche Nitex 60 m coincée entre 2 embouts bleu de 1 ml coupés. 

26) Lire au cytométre.

Préparation de PBS
	
	n°catalogue au magasin de la faculté
	1x
	4L de 25x

	
	
	g/L
	g/ 4L

	KCl
	Potassium Chloride
                    
	0320045-064
	0.20
	20.00

	Na2HPO4
	Sodium Phosphate Dibasic           
	0320050-095
	1.15
	115.00

	KH2PO4
	Potassium Phosphate Monobasic 
	0320045-060
	0.20
	20.00

	NaCl
	Sodium Chloride                        
	0320050-074
	9.00
	900.00


Pesez tout les sels dans un contenant gradué de 4L 

(p. ex bouteille des solvants avec une marque 4L «fait maison» )

Ajoutez ≈3L d’eau, bien ajitez la bouteille, autoclavez la.

Temps que la solution est encore très chaude bien agitez la bouteille, rajoutez de l’eau sterile jusqu’à 4L.

Préparation de la paraformaldéhyde (PFA) 12% 

La fixation à l’éthanol est connue pour causer des aggrégats protéiques. De plus elle cause une déformation des cellules. Enfin les signaux de fluorescence sont en général diffus avec l’éthanol. C’est pour cela que nous préférons la fixation à la PFA, puisque cette dernière permet de réduire les effets énumérés plus haut.

PFA …………… 12 g

H2O …………. jusqu’à 100ml

Chauffez 20 min dans un bain-marie à une température inférieure à 56°C* Lors de la preparation une agitation douce ou aucasionelle est recomandée.

Ajoutez 10 l de NaON 5M et agitez.

Chauffez 10 min. Si la solution n’est pas lucide rajoutez 5 l de NaOH.

Chauffez encore 10 min. Après dissolution complète de PFA, filtrez la solution (0,2 m) est aliquotez la, puis entreposez à -20°C.

-----------------------------------------------------

*  A la t° superiere  la PFA se decompose en liberant  certains dérivés (formaldéhyde, H2O2, anhydride, radicaux…) qui ont une forte fluorescence de base ou qui affecte la fixation. De plus, utiliser toujours de la PFA de bonne qualité et bien purifié.

Buffer H ( tampon légèrement hypertonique)

20 mM HEPES, pH=7.2

0.16 M NaCl

1 mM EGTA

pour 50 mL :

HEPES :  283.3 mg  dans 45 ml H2O; ajustez pH.

NaCl :     467.52 mg

EGTA :   19.02 mg
Buffer H -- RNAse A5 – PI6
RNAse A - 200 g/ml (ug/ml)

PI 10 g/ml (ug/ml)
1 VERSEN 15040-066 (Gibco) 0,2 g/l (0,53 mM) EDTA*4Na dans PBS

2 Saponine  Sigma S 7900

3 Paraformaldéhyde Sigma P 6148 ou Eastman* 0650002-053

4 Sefar Canada Inc, Filtre Nitex 60 m (approx 50$ - verge)

5 RNAse A

6 Propidium iodide  P4170 Sigma 
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Cell membrane-dependent chromatin condensation.

Vinogradov AE.

It is shown by means of flow cytometry that during several seconds after cell membrane damage by a non-ionic detergent in physiologically relevant buffer solution, the chromatin of mouse thymocyte nuclei undergoes a drastic decondensation, which is revealed by a sharp increase of binding of DNA-specific fluorochromes (olivomycin or propidium iodide) and of DNA accessibility to DNAse I digestion. A similar change is observed in dead cells. Roughly half of this decondensation can be prevented by lowering the pH of the outside medium to the level known to be inside the cells; the other half remains thus far unexplained (divalent cations and the difference between small anion species seem not to be involved). The approach is based on a novel observation that fixation by formaldehyde conserves chromatin structure before the action of detergent. Flow cytometric assay is proposed for monitoring these condensation/decondensation events in media of different composition. In addition, a new approach to viable/dead cell determination, which has the advantage of immediately fixing the cell state and preserving it for a reasonably long time, is proposed.

***
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Pestov DG, Polonskaia M, Lau LF.

Flow cytometric analysis of the cell cycle in transfected cells without cell fixation.

We describe a simple and rapid protocol for the flow cytometric analysis of the cell cycle in transfected cells using a green fluorescent protein anchored in the intracellular membranes of the endoplasmic reticulum (ER-GFP) as a transfection marker. The transfected cells are analyzed by dual-parameter flow cytometry after a brief incubation with digitonin, followed by staining with propidium iodide. Treatment of cells with digitonin efficiently preserves the ER-GFP fluorescence and allows reproducible and quantitative DNA staining, thus obviating the need for cell fixation before flow cytometry. The digitonin-based protocol is faster and easier to perform than conventional cell fixation and is illustrated herein by cell cycle analyses of U20S and NIH 3T3 cells.

