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Pourquoi une préparation spécifique ?

Microscopie confocale = Acquisition de coupes optiques sériées

» Techniques de préparation différentes des protocoles
d’immunofluorescence classique (aplatissent les préparations)




Pourquoi une préparation spécifique ?

Immunocytologie Immunohistologie

Immunomarquage de la GFAP Immunomarquage de la GFAP sur coupe tissulaire
sur des astrocytes en culture d’encephale canin

Caroline COLOMBEIX Laurence DUBREIL




Préparation des cellules en culture
Nature des cellules et supports

Cellules non adhérentes :
les immobiliser sur le support

» Cytocentrifugation (cytospin) : a proscrire car perte 3D
et localisation des organites intracellulaires artéfactuelle

»Utilisation support comme gélatine ou polylysine sur
lamelle 0,17 pm

>»Dépot par capillarité

Cellules adhérentes :
culture sur support verre (plastique = autofluorescence)

» Lamelle 0,17 pm puis montage sur lame porte-objet

> LabTeck ou boite pétri fond verre 0,17 um (time-
lapse) (ex : MatTek Corporation, Ashland MA, USA)

» Culture sur filtres (cellules polarisées)

2

Marquage de la villine sur une lignee
cellulaire colique

S. Kermorgant, INSERM U 410



Marqueurs Fluorescents

Proteines chimeres GFP Colorants spécifiques d’organelles

Lignée cellulaire
rénale transfectée

Cardiomyocyte isolé
DID : membranes

Marqueurs d’activité biologique Immunomarquage

Cardiomyocytes
coupe de coeur

Marquage des
connexines (vert)

etde | "o. actinine
(rouge)

Cardiomyocyte isolé
Fluo-4 : Activité Ca2+




Immunomarquage
Principe

Immunomarquage:

Utilisation d'un anticorps spécifique
de la molécule d'intérét couplé a un
fluorochrome,

directement ou par 'intermédiaire
d’un réactif secondaire.




Immunomarquage
6 étapes majeures

Saturation sites
non spécifiques
Protéines : BSA,
Fixation ovalbumine, sérum Contre-coloration

l l l
! ! |

Pel’méabilisation Anticorps Spéciﬂques Montage

Détergents : Triton, Milieu Antifading
saponine, SDS

: Travail en chambre humide |
. Ne jamais laisser sécher |'échantillon




Fixation
Principe

Fixation Saturation sites
non spécifiques  Contre-coloration

' ' v
1 1 )

Perméabilisation  Anticorps spécifiques ~ Montage
Détergents : Milieu Antifading

Triton, saponine, SDS

- »Conservation des structures : Pontage des protéines
>Immobilisation rapide et homogéne des antigénes d’intérét
»Respect de la nature de I’échantillon : osmolarité et concentration
ionique

>Conservat|on et ampllflcatlon de Ia fluorescence speC|f|que



Choix du fixateur

Fixateurs aldéhydiques Fixateurs coagulants
Glutaraldéhyde Paraformaldéhyde Méthanol, Ethanol
Acétone
R | b
< 7 . .
Réticulation

Conservation structure 3D
Immunomarquage

Accessibilité intracellulaire




Immunomarquage
6 étapes majeures

Saturation sites
non spécifiques
Protéines : BSA,
Fixation ovalbumine, sérum Contre-coloration

l l l
! ! |

Perméabilisation Anticorps Spéciﬂques Montage

Détergents : Triton, Milieu Antifading
saponine, SDS



Immunomarquage
6 étapes majeures

Saturation sites
non spécifiques
Protéines : BSA,
Fixation ovalbumine, sérum Contre-coloration

l l l
! ! |

Pel’méabilisation Anticorps Spéciﬂques Montage

Détergents : Triton, Milieu Antifading
saponine, SDS

Sérum de la méme espece
: que I'échantillon |
ou lI’anticorps secondaire marqué



Immunomarquage
6 étapes majeures

Saturation sites
non spécifiques
Protéines : BSA,
Fixation ovalbumine, sérum Contre-coloration

l l l
! ! |

Perméabilisation Anticorps spécifiques Montage

Détergents : Triton, Milieu Antifading
saponine, SDS

. Anticorps directement couplé au fluorochrome
1 ou amplification 1
anticorps secondaire
systeme biotine/streptavidine



Immunomarquage
Méthodes d’amplification

Anticorps secondaire
marqué par le fluorochrome

[ I
1

E systeme biotine/streptavidine

Ex: marquage de I’antigene CD3

®  Antigene CD3

®  Anticorps de lapin anti-CD3

®  Anticorps anti-lapin biotinylé

@  Streptavidine couplée au Rouge Texas




Immunomarquage
cas du double-marquage

> Utiliser de préférence des anticorps provenant d’especes différentes
sinon :

> Incuber séquentiellement
> Saturer de nouveau en BSA ou sérum avant la deuxieme incubation
> Faire une lame avec chacun des anticorps séparément

pour vérifier leur spécificité

Marquage des connexines (en vert)
et de | o0 actinine (en rouge) sur
une coupe de coeur humain




Choix des fluorochromes
En fonction de son systeme d’acquisition

A f g

353

el 4500 i Sl K Gl

FITC - GFP TexasRed TOPRO-3
AlexaFluor 488 AlexaFluor 568 AlexaFluor 647

Laser Argon/Krypton
Microscope Leica TCS SP1




Choix des fluorochromes
En fonction de son systeme d’acquisition

(s

Diodes 488 - 532 - 635 nm
Microscope Leica SPE

! 3
[nm] 400 A B 7 go0 NE0D

FITC - GFP TexasRed TOPRO-3
AlexaFluor 488 AlexaFluor 532 AlexaFluor 635




Immunomarquage
6 étapes majeures

Saturation sites

o non spécifigues -
Fixation P g Contre-coloration

l l l
] !

Permeabilisation Anticorps spécifiques MEIELEE
Milieu Antifading

Utiliser des petits « spacers »
; (scotch double face) :1
- Milieu de montage polymeérisant
| et antifading 5

(ex: Prolong, Molecular Probes -
Invitrogen, Cergy Pontoise France)




ANNEXE 1

INMUNOFLUORESCENCE SUR CELLULES ADHERENTES

Sutvant Caroline COLOMBEIX, IFR26, Nautes

o Les cellules sont cultivées sur lamelle, e A primaire ; dilution en PBES - 3%
et plague 24 puits BoA
o | h BT, Chambre hurade
e 3 lavages PBES afin d'éliminer tot le

milien de culture s 3 lavages PBS

o Fixation:PBS-PFA 4% 200 pl par s Arsecondaire ; dilution en PBS - 3%
it (2 ml) BiA

o 30 min, KT, Chammbre humide o 30 min BT, Chambre hurdde

o 3lavages PBEE en bain de 5 min, sous * 3 lavages PBR
agitation dosce

(Aspirafion du FRY avec frompe a vide) o FEaxtravidine FITC: dilution en PB3 - 3%

BiA

o Perméabilisation : PBS —02% s 30 min BT, Chatmbre humdde
TWEEN 20

e 15 min —37 °C — Chambre humide # 3 lavages PBER

e 3 lavages PBES
Gaturation : o 3 lavages PES

PES - 3% Bhd — 1 pgimd Ig souris
30 iy, BT, Chambre humide
Fas de lavage




ANNEXE 2

INKRUH OFLUDRES CENCE SUR CELLULES NON ADHERENTES |

Swivant Caralpne COLONMEBETE, TFR26, Nantes

Dépdt celbales : 300000 dans 15 pl PES par spot

n
- Hettower spot avec pore lavenwent N o
- Dépét 15 <
- Laieser sécher 30 min, RT, hone avec cownerce, 1 seule couche

cellules
Enlever papier Wathnan
Ertourer par DAECOPEN
*  Fization : PES - PFA 4% S0ul par *  Ap secondairve : dilation en PES - 3% BSA
spot 30 mm, ET, Chambre lornuide
30 mm, ET, Chambre lanude 3 lavazes PBEX

3 lavages PBS enban de 5 nun, sous amitaton *  FEatramdine-FTTC: dibition en PES - 3%
donuce B4
30 mm, ET, Chambre lhanide
+  Pepméshilization : PES — 0.2 % TWEEN 20 3 lavages PES
15 mm —37°C — Chambre hanude

3 lavazes PBES +  Marquage du nowan par TOPEOD-3
3 lavages PBES

*  Sataration :

PES - 3% B34 — 1 pgiml Iz souns +  Montage enPiolons Antfade Kit

30 mm, ET, Chambre lornuide
Pas de lavages

* Ao promanrre : dibohion en PES - 3% BS54
1 h, ET, Chambre Imnude
3 lavazes PBES
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