CYTOFLUOROMÉTRIE

1) Ensemencez une culture de cellules XXX à 35*103/cm2 à 2*105 cellules dans 1 ml de milieu de culture avec 10% FBS (MC) par puits de plaque de 6 puits.
2) Cultivez les cellules 24 heures dans l'incubateur (5% CO2; 37°C) 

Evitez l’utilisation d’un agent de selection (p.ex. G418)
· Rincez la monocouche de cellules 2 fois avec 3 ml du PBS, afin d'enlever les cellules mortes.









TP
	3) Ajoutez 150 ul de trypsine dans chaque puits, incubez selon le type cellulaire.


	Ajoutez 300 ul de VERSENE 1 dans chaque puits, incubez selon le type cellulaire.

	4) Neutraliser la trypsine avec 850 ul de MC 
	Enlevez le VERSENE, «tapotez» la plaque. Ajoutez 850 ul de MC















TP
5) Décollez les cellules en pipetant la suspension plusieurs fois et transférez les dans un tube 5 ml.

6) Rincez le puits avec 500 ul de MC.






TP
7) Centrifugez 10 min  à ****g (≈1000 rpm)
ou «quick spin» 12 000 rpm  -- 10 sec 




Dans la centrifugeuse placez les eppendorfs5 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.









4°C
8) Aspirez le surnageant et ajoutez 1 ml de PBS-2%FBS. 



4°C
9) Déterminez la concentration de la suspension et ramenez la à 105 cellules/ml. Distribuez 1 ml par eppendorf. 
10) Centrifugez (1000rpm – 10 min / quick spin 12 000 rpm  -- 10 sec) 


4°C
11) Aspirez le surnageant en lessant 20ul, «raclez» (grattez rapidement l’eppendorf sur un support bosselé afin de resuspendre les cellules)

12) Ajoutez 180 ul de 1,2 % paraformaldehyde (PFA) froid 


sur la glace
13) Incubez 30 min







sur la glace
14) Lavez :  

— Ajoutez 1ml de PBS froid

— Centrifugez (1000rpm – 15 min / quick spin 12 000 rpm  -- 30 sec)
— Aspirez le surnageant en lessant 20ul, «raclez».



4°C ou (TP)
15) Ajoutez 200ul de PBS 0.1%Triton X-100 ou 0.1% saponin 2
16) Incubez 15-20 min 






sur la glace
17) Lavez

18) Ajoutez le 1er Anticorps (30-50ul) dilué dans PBS 2% FBS.

19) Incubez 30-180 minutes 





sur la glace 

20) Lavez 

21) Ajoutez le 2ème Anticorps-Fluorescent (30-50ul) dilué dans PBS-2%FBS.

22) Incubez 30 minutes à l’abrie de lumiere



sur la glace 

23) Lavez 

24) Aspirez le surnageant et ajoutez 200ul de PBS-2%FBS froid

25) Au besoin, filtrez la suspention 4 

26) Lire au FACS

CONTRÔLES:

-- isotype — IgG du même espèce que le premier anticorps + 2ème anticorps

-- non-specifique — seulement le 2ème anticorps 

-- autofluorescence — cellules non marquées pour placer les paramètres de départ du FACS : FSC, SSC,       FL-1 

-- Permiabilisation -- Lors de l’incubation avec le 2ème Anticorps ajoutez l’iodure de propidium 40ug/ml; RNAse 10 ug/ml. 



Préparation de la PFA 12% (paraformaldéhyde)

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 paraformaldéhyde (PF), 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 ul de NaON 5M et ajitez.

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

Chauffez encore 10 min. 

Après dissolution complète de PFA, filtrez la solution (0,2 um) 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.
Préparation de la saponine

La saponine crée des pores là où la molécule de cholestérol est incluse dans la membrane. Donc, la saponin permet de perméabiliser la membrane plasmique mais pas la membrane nucléaire. De plus, ces pores ce referment presque instantanément en abscence de saponine. Donc, la présence de saponin 0.05% est nécessaire à tous les stades après la perméabilisation. 

Préparez une solution de saponine 10% dans PBS. Stérilisez par filtration sur 0.22um, aliquotez et entreposez à 4oC.

*****************************************************************

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 Nylon Mesh Filter; U-CMN-70
Mesh Opening (µ)
70
Open Area % (!) 49 

http://www.componentsupplycompany.com/product_pages/Nylon-screening-mesh.html?gclid=COCs3Zeh2rcCFck-MgodH0QARQ
Propidium iodide  P4170 Sigma 

5 Il est fréquent que les cellules collent aux parois des eppendorfs lors d’une incubation. Les pertes peuvent atteindre 75%. Utilisez les eppendorfs de chez Ultident, ou carrément les eppendorfs siliconisés de Fisherbrand     (05-541-64 sis)    
