Extraction protéique type
Tampon de lyse type:

	
	Concentration finale.
	pour 50 ml
	ref

	Urée 

(MW 60.06)
	7 M
	21,021 g
	17-1319-01 +one amersham

	Thio Urée

(MW 76.12)
	2 M
	7,612 g
	Aldrich T3 355-3

ou 25-9000-65 + one amersham

	Chaps (2D grade)
	4%
	2 g
	Sigma C-5070
ou 17-1314-01 + one amersham

	Tris pH 8.5

2M
	25 mM
	625 µl
	17-1321-01 +one amersham

	ddH2O
	
	qsp 50 ml
	


Réaction endothermique, ne pas chauffer à plus de 30°C pour solubiliser l’ensemble. 
Ajuster le pH à 8.5, aliquoter et conserver à -20°C.
Lysat total de thymocytes de souris, de cellules HeLA.

Travailler à 4°C
Une fois les extraits cellulaire récupérés :
- faire 2 lavages en PBS puis 1 lavage en HBSS pH8.5 (Centrifuger 1500rpm (450g), 4°C, 5 min).
- Compter les cellules en bleu de trypan pour contrôler la viabilité, ajuster la quantité par tube en fonction d’un bon ratio quantité de cellules/volume tampon de lyse, ajuster la concentration à 1.106 par µl.

- 80.106 de thymocytes max par tube Eppendorf, 10.106 de cellules HeLA.
- Centrifuger 1500rpm (450g), 4°C, 5 min.
- éliminer le surnageant.
- vortexer le culot sec.
- ajouter 200µl de tampon de lyse tout en vortexant, incuber à 4°C 30 min, bien vortexer régulièrement (toutes les 5 minutes).
- Ultra-centrifuger 30 min, 50000rpm (75000g), 4°C. TL100 Beckman. Tube polycabonate beckman ref: 349622.
- Transférer le surnageant dans un tube Eppendorf. Attention à ne pas aspirer le culot visqueux (débris membranaires, organelles, DNA…)
- Doser les protéines. Attention, présence de thiourée.
- Aliquoter les lysats par 150µg de protéines.
- Congeler directement en azote ou sur lit de carboglace + éthanol, conserver à -80°C.
Ne pas conserver à 4°C ou à -20°C.

