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1) Ensemencez une culture de cellules XXX à 35*103/cm2

p.ex 2*105 cellules dans 1 ml de milieu de culture (MC) par puits de plaque de 6 puits.
2) Cultivez les cellules 24 heures dans l'incubateur (5% CO2; 37°C). s. 


Les cellules ne doivent pas être confluentes. 

Evitez l’utilisation d’un agent de selection (p.ex. G418)
3) Rincez la monocouche de cellules 2 fois avec 3 ml du PBS, afin d'enlever les cellules mortes. 








TP
	4) Ajoutez 150 µl de trypsine 0.25 % / EDTA 0.1% dans chaque puits, 
	Ajoutez 300 µl de VERSENE 1 dans chaque puits.















TP
5) Laisser agir selon le type cellulaire ( en generale 1 à 3 minutes) Éviter d’attendre trop longtemps, afin de ne pas endommager les cellules.

	6) Neutraliser la trypsine avec 850 µl de MC 
	Enlevez le VERSENE, «tapotez» la plaque. Ajoutez 850 µl de MC


7) Décollez les cellules en pipetant la suspension plusieurs fois et transférez les dans un tube eppendorf 
8) Rincez le puits avec 500 µl de MC, rajoutez les dans le même eppendorf

9) Centrifugez 10 min  à ****g (≈1000 rpm)
ou «quick spin» 12 000 rpm  -- 10 sec 





4°C
10) Aspirez le surnageant en lessant 20(l, «raclez» (grattez rapidement l’eppendorf sur un support bosselé afin de resuspendre les cellules).

Ajoutez 300µl TBS froid, bien mélanger



sur la glace

11) FIXATION
12) ajouter 1ml éthanol 95 % froid (lentement en vortexant) sur la glace
13) rangez les tubes à – 200C pour la nuit (?).
RÉHYDRATATION

14) Placer les tubes sur glace quelques minutes pour dégeler 

15) — Ajoutez 1ml de TBS froid, vortexez
— Centrifugez (quick spin 12 000 rpm  -- 30 sec)
— Aspirez le surnageant en lessant 20(l, «raclez».



4°C

(=Lavage au …)

16) Ajoutez 1ml de TST froid (préparé la veille), vortexez
17) placer les tubes à 4°C et réhydrater O/N

MARQUAGE de l’AG par les anticorps
18) — Centrifugez (quick spin 12 000 rpm  -- 30 sec

— Aspirez le surnageant en lessant 20(l, «raclez».



4°C

19) Ajoutez le 1er Anticorps (30-50(l) dilué dans ????.

20) Incubez 2 hs sur la roue de mixage 
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21) Lavage au TST froid
22) Lavage au TST froid
23) Ajoutez le 2ème Anticorps-Fluorescent (30-50(l) dilué dans ???.

24) Incubez 60 minutes à l’abrie de lumiere sur la roue de mixage

TP 

25) Lavage au TST froid
MARQUAGE de l’ADN par le PI(3)
26) Lavage au TBS froid
27) Ajoutez 180µl de PI (5µg/ml) dans TBS dans chaque tube

28) Incubez 30 min T0 pièce
29) Au besoin, filtrez la suspention 2 

30) Lire au FACS

CONTRÔLES:

-- isotype — IgG du même espèce que le premier anticorps + 2ème anticorps

-- non-specifique — seulement le 2ème anticorps 

-- autofluorescence — cellules non marquées pour placer les paramètres de départ du FACS : FSC, SSC,       FL-1 

*****************************************************************

Tris buffered saline ou (TBS)

 (faire en avance, autoclaver et conserver au frigo)


tris HCl
6.61g


tris base
0.97g


NaCl

8.766g



compléter à 1L avec H2O



ajuster pH 7.4

TST

TBS avec 4% FBS et 0.2% TX-100 

Préparation du TST doit absolument être fait à l’avance pour permettre une bonne dissolution du triton.
*****************************************************************

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

2 Sefar Canada Inc, Filtre Nitex 110 mm HC3 110. (approx 50$ - verge)

3 Propidium iodide (PI) P4170 Sigma 
