Étude du cycle cellulaire + l’expression de XXX à la surface
Laver les cellules 1 fois en centrifugeant* avec PBS. Resuspendre dans PBS-2%FBS


4°C
Compter les cellules et ramener la concentration à 106 cellules/ml. --- 1 ml
Centrifuger (1000 tpm – 10 min / quick spin 12 000 rpm  -- 30 sec) 





4°C

Decondensation de la chromatine (Ref): Resuspension des cellules dans 0,5 ml d’une solution saponine 0.05% - PBS 

         








          20 sc; 37°C
Mettre le tube sur glace et arreter la réaction par addition de PBS-PF1% froid (4°C)

Fixation: 106 de cellules dans 1ml de PBS-PF1%. 



30 min; agitation rotative 4°C
Centrifuger (2000 tpm – 10 min / quick spin 12 000 rpm  -- 1 min) Resuspendre dans PBS-2%FBS
4°C
Incuber la suspension cellulaire en présence des anticorps XXX*FITC ou YYY*PE  durant 1/2 heure

        30 min; agitation rotative 4°C
Centrifuger (2000 tpm – 10 min / quick spin 12 000 rpm  -- 1 min)





4°C

Postfixation: Resuspendre 106 de cellules dans 1ml de PBS-PF1%. 

15 min; agitation rotative 4°C
Centrifuger (1000 tpm – 10 min / quick spin 12 000 rpm  -- 30 sec) 





4°C

Perméabilisation: Resuspendre 106 de cellules dans 1ml de PBS-saponine* à 0.1%.












 
30 min; agitation rotative 4°C
Ajouter 1 ml du PBS-2%FBS contenant l’iodure de propidium 40µg/ml; RNAse 10 µg/ml. 










 
30 min; agitation rotative 4°C
Centrifuger (2000 tpm – 10 min / quick spin 12 000 rpm  -- 1 min) Resuspendre dans PBS-2%FBS
4°C

Filtrer la suspention **
* La saponine crée des pores là où la molécule de cholestérol est incluse dans la membrane (en fait, la saponine ne perméabilise pratiquement pas la membrane nucléaire, car celle-ci ne contient pas de cholestérol). Ces pores se referment en absence de saponine. D’où, la présence de saponine à 0,05 % est nécessaire à tous les stades après la perméabilisation.
Préparer une solution saponine 10% dans PBS. Stériliser la solution par filtration (0,2 M), aliquoter, puis entreposer à 4°

Sigma S 7900 Saponine 

Sigma P 6148 Paraformaldéhyde


Préparation de la 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.

Préparer une solution PBS-PF (PBS, 12% PF [Sigma) en la chauffant, 20 min dans un bain-marie à une température inférieure à 56°C (à la t° superiere PF se decompose en liberant les derrivées qui ont une tres forte fluorescence apres la lièson avec des proteine.) Lors de la preparation une agitation douce ou aucasionelle est recomandée. Ajouter 10 l de NaON 5M et ajiter. Chauffer 10 min. Si la solution n’est pas lucide rajouter 5 l de NaOH. Chauffer encore 10 min. Après solubilisation, filtrer la solution (0,2 m) est aliquoter la, puis entreposer à -20°C.

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

(Ref)

 Cytometry 1995 Feb 1;19(2):183-8  Cell membrane-dependent chromatin condensation.  Vinogradov AE
Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg.

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.

* 0650002-053 Tube à culture 12x75 FALCON 2058

** Sefar Canada Inc, Filtre Nitex 110 mm HC3 110. (approx 50$ - verge)

