Sélection de la population de cellules CHO exprimant de façon stable le récepteur de PAF, étiqueté par le myc.


1. 
a) Ensemencez une culture de CHO à 2*106 dans 10 ml de milieu de culture (MC) par boîte de Pétri. (5 boîtes).


b) Préparez 2 tubes* « 5 ml » contenants 2 ml MC-20 % FBS. Humecter les parois de tubes en utilisant l'agitation douce  sur le Vortex. Ranger les tubes à 4°C.


2. Cultivez les cellules 24 heures dans l'incubateur (5% CO2; 37°C) N’utilisez pas l’agent de sélection (p.ex. G418)

3. Rincez la monocouche de cellules 3 fois avec du PBS, afin d'enlever les cellules mortes et ‘‘demi-mortes‘‘.


4. Ajoutez 1 ml de VERSENE** dans chaque Pétri, incuber 3-4 min (temp. amb.). Enlever le VERSENE. Ajouter 2 ml de PBS-2%FBS. Décollez les cellules en pipetant la suspension plusieurs fois.

5. Incubez la suspension cellulaire à 16-18°C en présence de l'anticorps anti- c-myc  durant 1 heure.


6. Lavez les cellules en centrifugeant avec PBS. Re-suspendez les dans PBS-2%FBS.


7. Incubez la suspension cellulaire 30 min à 16-18°C en présence de l'anticorps anti-IgG murin couplé au FITC.


8. Lavez les cellules en centrifugeant avec PBS. Resuspendre dans PBS-2%FBS.


9. Déterminez la concentration de la suspension et ramener la à 4*106 cellules/ml. Filtrez la suspension dans un tube  « 5 ml » à travers une mèche avec les mailles de 70m.***

(10) – facultatif– Ajouter de l’Iodure de Propidium stérile (2μg/ml final)

Apportez dans la glace

--2 tubes 5 ml avec 4 ml de PBS par tube.
-- la suspension de CHO marquées
-- 2 tubes 5 ml contenants 2 ml MC 20 % FBS (cf. 1b)

*
p.ex. Tube à culture 12x75 Sarstedt N° 55.526.006

**
15040-066 (Gibco) 0,2 g/l (0,53 mM) EDTA*4Na dans PBS

***
Nylon Mesh Filter 70 um U-CMN-70 Open Area 40% 
http://www.componentsupplycompany.com/product_pages/Nylon-screening-mesh.html?gclid=COCs3Zeh2rcCFck-MgodH0QARQ
Nota bene:
Les tubes « 5 ml » avec la suspension initiale et les tubes de lavage contenant le PBS doivent être en polystyrène (plastique transparent). 
Les tubes  « 5 ml » pour la récolte des cellules doivent être en polypropylène (plastique opaque), car les cellules collent difficilement sur sa surface. Néanmoins elle doit être enrobé de BSA, pour minimiser les pertes sur les parois.

Le diamètre des tubes pour la récolte n'a quasiment pas d'importance. Pourvue qu'ils logent dans le dispositif du cueillage.

