SOLUTIONS

Solution F1 : Tampon de conservation des testicules 

	                   F1 4X
	mM
	g/l
	F1 (1X)     mM 
	g/l (1X)

	NaCl
	125
	7.305
	31.25
	1.826

	KCl
	7
	0.52
	1.75
	0.13

	CaCl2
	4
	0.444
	1
	0.111

	MgCl2
	0.24
	0.049
	0.06
	0.012

	NaOH
	7.6
	0.304
	1.9
	0.076

	Hepes
	40
	9.532
	10
	2.383


MMR (Mark’s Modified Ringer) 1X, pH 7.8 : Milieu de culture 

	MMR 1X
	mM
	g/l

	NaCl
	100
	5.84

	KCl
	2
	0.15

	CaCl2
	2
	0.294

	MgCl2
	1
	0.203

	Hepes
	5
	1.19


NB : On utilise pour préparer les milieux de culture du MMR de Base qui a la même composition que le MMR1X mais sans le CaCl2 et le MgCl2 que l’on doit ajouter selon ce que l’on veut avoir. Ainsi, pour avoir : 

-MMR 0 Ca++ : ajouter 3 mM MgCl2 et 1 mM EGTA ;

-MMR 0,5 Ca++ : ajouter 0,5 mM CaCl2 et 1 mM MgCl2. 

MMR 0.2 Ca , pH 7.8 : Milieu de dissection

	MMR 1X
	mM
	g/l

	NaCl
	100
	5.84

	KCl
	2
	0.15

	CaCl2
	0.2
	0.0294

	MgCl2
	1
	0.203

	Hepes
	5
	1.19


BARTH 0 Ca2+ pH 8.1: Milieu de dissociation 

	Barth
	mM
	g/l

	NaCl
	88
	5.14

	KCl
	1
	0.075

	NaHCO3
	2.4
	0.202

	Na2HPO4
	2
	0.276

	KH2PO4
	0.1
	0.014

	EGTA
	0.5
	0.19


Un antibiotique, la gentamycine sulfate, est additionné dans les milieux de dissociation et de culture, à la concentration de 100 µg/ml(10µl/ml).

Conseils Pratiques

Développement des embryons


Déganguer les embryons le jour de la fécondation pour réserver plus de temps, le lendemain, à la préparation et exécution de la culture cellulaire.


Bien rincer le milieu de développement des embryons. Celui-ci doit être limpide.


Séparer les embryons en deux lots. Un lot sera élever à la température ambiante et l’autre dans l’incubateur à 22°C. Ce protocole augmente les chances d’obtenir des embryons à une heure convenable pour la culture cellulaire, le lendemain.

Préparatifs avant  la culture cellulaire


Préparer toujours du MMR 1X, MMR 0.2 Ca, du BARTH et du MMR 0 Ca en quantité suffisante pour la dissection, dissociation des embryons, explants et ensemencement des cellules.


Préparer ensuite les différents milieux de cultures à tester.


N’oubliez pas de mettre l’antibiotique (gentamicyne) dans toutes les solutions que vous allez utiliser.


Mettre sous la hotte les boîtes de cultures, les solutions préparées, les différents instruments (cônes eppendorf, pipetteman, pipettes d’aspiration, poubelles et autres objets qui vous serviront pour la culture). Les passer aux UV pendant 15 minutes avant de commencer la dissection des embryons.


Démarrer ensuite vos dissections au moment opportun.

Culture des précurseurs neuronaux

-Faire une pré-injection de 25 UI d’hCG à des femelles Xenopus laevis 2-3 jours avant l’injection : 

L’hCG est conditionnée en ampoule de 500 UI. Prélever 1 ml de NaCl 7‰ et dissoudre l’hCG dans l’ampoule. Piquer chaque femelle au niveau des sacs lymphatiques dorsaux en sous-cutanée et injecter 0.05 ml (soit 25 UI).

· Faire une injection de 750 UI d’hCG 12 à15 heures avant la ponte :

Prélever 1 ml de NaCl 7‰ et dissoudre 3 ampoules de hCG avec, ce qui permet d’obtenir 1500 UI dans 1 ml soit 750 UI pour 0.5 ml.

· Après la ponte, décapiter et déméduller un mâle.

· Prélever les testicules et les débarrasser d’éventuels vaisseaux sanguins en les essuyant avec du sopalin.

· Les conserver dans 2 ml de F1 4X et mettre à 4°C en attendant de les utiliser.

· Prélever ¼ de testicule et le dilacérer dans 2 ml de F1 1X ; replacer à 4°C après usage et ne pas conserver cette préparation plus d’une heure.

· Squeezer les femelles et disposer les œufs en petits tas dans des coupelles. Prélever de la solution de spermatozoïdes et verser 2-3 gouttes sur chaque petit tas.

· Attendre 1 min et étaler les œufs à l’aide de la pince courbée.

· Attendre 2 min et hydrater légèrement avec de l’eau à 20°C.

· Attendre 3-4 min et remplir la coupelle d’eau.

· Attendre la réaction corticale (45 min, face sombre vers le haut) 

· Enlever la gangue par incubation (moins de 5 min) dans du MMR 0.1X contenant de la cystéine 1%(préparer 10 ml/boîte - ajuster à pH 8-8.1 après addition de la cystéine), puis rincer abondamment (7 fois avec du MMR 0.1X, préparer 50 ml/boîte).

· Sélectionner les œufs fécondés et les placer dans des coupelles contenant du MMR 0,1X (ou de l’eau).

· Les embryons atteignent le stade 15 au bout de 20 à 24 heures.

· Disséquer les embryons dans du MMR 1X. L’explant obtenu comprend le neurectoderme et le mesoderme (la notochorde et les futurs somites).

· Placer le morceau, pendant 5 min, dans du MMR 0.2 mM Ca2+contenant de la Liberase Blendzymes3 (ROCHE) à la concentration finale de 0.28 U/ml. A partir d’une solution mère d’enzyme de 14 U/ml (50X) ajouter un aliquot de 50 µl à 2.5 ml de solution MMR. En alternant aspirations et refoulements des explants, à l’aide d’un pipetteman, cette enzyme permet de réduire les connexions cellules-matrices extracellulaires reliant les différents feuillets primaires. La séparation complète des feuillets est ensuite réalisée par dissection. 

· Transférer le ou les explant (s) dans un cône eppendorf contenant la solution de MMR 0.2 mM Ca2+  mais ne contenant pas l’enzyme de dissociation.

· Sous la hotte, remplacer la solution MMR par du BARTH sans calcium ni magnésium. Procéder à deux séries de 5 rinçages espacés d’une pause de 15 minutes. L’absence d’ions divalents dans la solution a pour effet de réduire les adhésions cellules-cellules et cellules-matrices extracellulaires. Avant de disperser les cellules, ajuster leur densité à 6 explants pour 400 ml de solution de BARTH (0 Ca2+ et 0 Mg2+).

· Au bout d’une demi-heure d’incubation dans le BARTH, disperser les cellules, à l’aide d’un pipetteman, en réalisant une série de 5 à10 aspirations et refoulements. Déposer 40 à 50 µl de la suspension cellulaire au centre de chaque boîte de Pétrie.

· Attendre 5 à 10 minutes que les cellules saines adhèrent à la surface de la boîte pour les recouvrir avec 5 ml de la solution MMR 0 Ca2+.

·  Placer les boîtes de cultures sur un agitateur mécanique (vitesse 150) pendant 30 à 45 minutes. Les cellules mortes et moribondes seront ainsi éloignées de la zone centrale de chaque boîte qui sera alors enrichie en cellules saines. 

· Sous la hotte, isoler la partie centrale de chaque boîte de Pétrie contenant les cellules saines à l’aide d’un anneau de vaseline stérile, puis aspirer et jeter le milieu de culture à l’extérieur de l’anneau constitué.

·  Ajouter dans chaque boîte 5-6 ml de milieu de culture approprié. Assurez-vous que le niveau de liquide obtenu recouvre l’anneau de vaseline, gage que les cellules baigneront dans le milieu de culture imposé. 

· Mettre les boîtes de culture dans l’incubateur à 22°C.

Comptage des cellules

Utilisation de la Calceine-AM


A partir de 5 µl d’aliquot d’une solution mère de Calcéine-AM à 2mg/ml, ajouter 495 µl d’eau distillée pour obtenir une solution fille de 20 µg/ml. 


Aspirer et jeter le milieu de culture à l’extérieur de l’anneau de vaseline de chaque boîte de culture. 


Ajouter 20 µl de la solution fille de calceine-AM dans chaque boîte de culture.


Laisser incuber 30 minutes puis ajouter dans chaque boîte de culture, 5 ml une solution de MMR de base 1X.


Les cellules sont alors prêtes pour le comptage au microscope à épifluorescence.

Utilisation du microscope à épifluorescence


Mettre sous tension l’alimentation de la lampe à mercure (boîtier situé à gauche du microscope). Attention une fois mis sous tension, ne pas éteindre avant au moins un quart d’heure.


Vérifier que le chemin optique de la lumière épifluorescente n’est pas obstrué. Il suffit de tourner la tige métallique horizontale située sous la platine du microscope au niveau de la tourelle des filtres à épifluorescence.


Sélectionner le filtre à épifluorescence qui donne une couleur bleu indigo. Pour cela tourner la tourelle sous la platine du microscope.


Obstruer le chemin optique à épifluorescence et passer en vision photonique. N’oublier pas de mettre sous tension le microscope. Ceci est vérifié en voyant à l’œil nu un rayon lumineux au dessus de la platine du microscope. 


Observer vos cellules d’abord en microscopie photonique et quand tous les réglage vous paraissent convenables passer ensuite à l’observation épifluorencente en éteignant la lumière. N’oublier pas de libérer le chemin optique de l’épifluorescence.

Bonne Chance…….
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