Sélection de la population de cellules CHO exprimant de façon stable le xxx*GFP.


1. Ensemencer une culture de CHO à 2*106 dans 10 ml de milieu de culture (MC) par boîte de Petri. N’utilisez pas l’agent de selection (p.ex. G418) 


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


3. Rincer la monocouche de cellules 3 fois avec du PBS, afin d'enlever les cellules mortes et ‘‘demimortes‘‘.

	4. Ajoutez 0,5 ml de trypsine dans chaque puits, incubez 1-2 min.


	Ajoutez 1 ml de VERSENE 2 dans chaque Pétri, incubez 3-4 min

	    5. Neutraliser la trypsine avec 5 ml de MC (10% FBS)
	Enlevez le VERSENE, «tapotez» le Pétri. Ajoutez 5 ml de MC (10% FBS)



6. Laver les cellules 1 fois en centrifugeant avec PBS. Resuspendre dans PBS-2%FBS 

7. Déterminer la concentration de la suspension et ramener la à 4*106 cellules/ml. Filtrer la suspension dans un tube Falcon3 à travers une mèche4 avec les mailles de 100m.


Apporter

a) la suspension de CHO marquées.

b) 4 tubes en polystyren “Falcon 2058”3 avec 4 ml de PBS par tube
c) deux tubes en polypropylen (p.ex. Sarstedt1 ) contenants 2 ml MC 20 % FBS

La suspension cellulaire doit être à la température ambiante,

Les tubes contenants MC 20 % FBS doivent être dans la glace.

1
Tube à culture 12x75 Sarstedt N° 55.526.006

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

3
Tube à culture 12x75 FALCON 352058   
N° 2058 0650002-053

4
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. 

Enrobage des tubes avec la BSA :

-tubes 1,5mL pour microcentrifugeuse (Sorenson Bioscience Inc, cat # 11510)

La veille avant le triage des cellules, les tubes sont remplis avec 1,5mL de solution de BSA (1% BSA dans PBS) et incubé toute la nuit à 4oC. Avant le triage, la solution de BSA est retirer et les tubes placé sur glace.

Récolte des cellules après le triage :
Protocole optimisé pour les cellules 293T

Suite au trie, les cellules sont centrifugées «20 secondes» exactement à vitesse maximale sur une microcentrifugeuse (16 000xg) à 4oC. Le surnageant est retiré par aspiration avec une pipette. Les culots sont resuspendus dans 20 ul de PBS froid et dénombrées avant d’être congelé.  

