Sélection de la population de cellules HIEC Retro- β4WT/Retro- α6A ou Retro- β4CTD-/Retro- α6A exprimant de façon stable l’intégrine α6β4

1. a) Cultiver les HIEC pour obtenir un minimum de 10 Petri de 100mm. 

(10 boîtes à 50% donne environ 10 millions de cellules)

N’utilisez pas l’agent de selection (p.ex. G418) 

b) Préparer 2 tubes (1) “Falcon” en polypropylène contenants 2 ml MC- FBS20%. Humecter les parois des tubes en utilisant l'agitation douce  sur le Vortex. Ranger les tubes à 4°C.  Prendre les bouchon des “Falcon” (2) en polyéthylène pour mettre sur les tubes en polypropylène.

2. Cultiver les cellules 24 heures dans l'incubateur (5% CO2; 37°C)

3. a)Au besoin (pour réduire les agrégats) pré-incuber les cellules 45 minutes avec de la DNAse I (3) en ajoutant celle-ci dans le MC (milieu de culture) à 0.01-0.1 mg/ml.

b) Rincer la monocouche de cellules 3 fois avec du PBS-EDTA (4) froid, afin d'enlever les cellules mortes et ‘‘demi-mortes‘‘.

4. Ajouter 3 ml de PBS-EDTA dans chaque Pétri, incuber 3-4 min (temp. amb.). Enlever de nouveau PBS-EDTA (lavage) en s’assurant que les cellules sont encore adhérées et rajouter 1 ml de PBS-EDTA.  Après 10-15 minutes, la majorité des cellules sont rondes.  Ajouter quelques gouttes de trypsine-EDTA (5) et décoller les cellules en tapotant doucement (éviter les éclaboussures dans le couvercle).  Mettre quelques gouttes de TNS (6) (trypsin neutralizing solution) pour inhiber la trypsine.

Ajouter du MC froid. Décoller les cellules en pipetant la suspension plusieurs fois et compter.   Centrifuger et resuspendre les cellules dans un volume de MC froid pouvant varier de 0.5-1.0 ml selon la quantité de cellules.

4. Incuber la suspension cellulaire sur glace pendant 1 heure  dans un Falcon de 50 ml en présence de l'anticorps anti-intégrine β4 (7) clone 3E1 à une concentration finale de 5μg/ml.  Filtrer l’anticorps dilué sur filtre 0.2 μm (8).Up and down aux 15 minutes.  

5. Mettre 10 ml de MC froid et centrifuger.  Aspirer le surnageant et refaire un lavage avec 10 ml de MC froid.  Resuspendre les cellules dans 0.5-1.0 ml de MC froid contenant l’anticorps secondaire (Mouse-FITC) (9) ayant préalablement été filtré.

6. Incuber la suspension cellulaire 1 heure à 4°C avec des up and down aux 15 minutes.

Apporter au manipulateur du trieur 4 tubes “Falcon” (2) avec 4 ml de PBS par tube.

Prévenir le manipulateur que vous commencez le deuxième marquage. Au besoin laisser un message au 1-4867.

7. Rajouter du PBS froid et centrifuger.  Second lavage avec 10 ml PBS.  Resuspendre dans PBS-FBS2% froid.  Ajouter de la DNase I au besoin.

8. Resuspendre les cellules dans 2 ml de PBS-FBS2%.  Préparer 2 mèches (10). Filtrer la suspension dans un tube Falcon (1) à travers une mèche avec les mailles de 100μm.  Mettre 1 ml pour chaque mèche et faire 2 lavages de 1 ml avec PBS-FBS 2% pour ainsi obtenir 2 tubes contenant 3 ml.

9. Ajouter du Bromure d’éthidium stérile (2(g/ml final).  Pour le bromure, filtrer préalablement avec seringue et lorsque le piston est au fond, ramener tranquillement le piston pour ainsi créer un bouchon avec une bulle d’air.  Disposer la seringue contaminée avec le bromure de façon appropriée.(
Apporter, au manipulateur, du trieur la suspension de HIEC marquées et les deux tubes Falcon contenants 2 ml MC 20 FBS%.  Mettre la suspension cellulaire à la température ambiante lors du transport jusqu’au FACS pour ainsi donner la possibilité à la DNase d’agir (15 minutes), les tubes avec le milieu MC FBS 20%  sont dans la glace.

(1)
Tube à culture en polypropylène 12x75mm Falcon 2053 

(2)
Tube à culture en polyéthylène 12x75mm Falcon  #352058   

(3) 
DNase I from bovine pancreas Roche # 11 284 932 001

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

(5)
Trypsin/EDTA Clonetics (Cambrex) #CC-5012

(6)
TNS Clonetics (Cambrex) #CC5002

(7)
clone 3E1 #cat. MAB1694 (2-5 mg/ml)
(8)
Acrodisc Syringe Filter, Gelman Lab. Ref.4454 

(9)
Anti-Sheep anti-Mouse Ig, (H+L) Fluorescein (FITC)-Conjugated Affinity Purified F(ab')2 #cat. AQ300f (200 μg)
(10)
Sefar Canada Inc, Filtre Nitex 110 mm HC3 110. (approx 50$ - verge)

Nota bene:

Les tubes pour la récolte des cellules doivent être en polypropylène

(plastique opaque). 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.

Les tubes avec la suspension initiale et les tubes de lavage contenant le PBS peuvent être en polystyrène (plastique opaque). Leur diamètre est très important. Seuls les tubes de Falcon rentrent dans l'aspirateur du trieur. 

