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	TECHNIQUE D’IMMUNOPRECIPITATION

Technique d’immunoprécipitation simple : technique de Mancini


Matériel d’étude : par binôme

· 10 mL d’agarose à 1% de PBS en surfusion à couler en petite boîte de Pétri

· antisérum de lapin anti SAB en tube eppendorf rose noté AS
· solution mère de SAB à 4 g/L en tampon PBS tube eppendorf rose notée Et
· solution étudiée tube eppendorf rose notée X
· tampon PBS

Manipulation en binôme :

1. Préparation du milieu gélifié

· préparer le milieu gélifié en mélangeant 150 μL d’antisérum anti-SAB aux 5 mL d’agarose en surfusion

· couler en petite boîte de Pétri et laisser solidifier

· à l’aide d’un emporte pièce, perforer le gel afin d’obtenir 6 puits d’environ 3 mm de diamètre disposés selon le schéma donné.

2. Dépôt des antigènes, incubation et lecture

· Préparer une gamme d’étalonnage de SAB à partir de la solution mère et du tampon PBS en respectant les indications suivantes :

	
	Etalon 1
	Etalon 2
	Etalon 3
	Etalon 4

	Solution mère SAB 4 g/L (μL)
	25
	50
	75
	100

	Tampon PBS (μL)
	75
	50
	25
	0

	Cm (g/L)
	
	
	
	4


· Introduire les solutions de la gamme d’étalonnage et la solution à doser (2 essais) à raison de 5 μL par puits

· Fixer une bande de papier filtre préalablement humidifiée dans le couvercle de la boîte de Pétri.

· Incuber 48 heures à température ambiante. Faire la lecture.

Résultats :

1. Décrire le principe de la technique de Mancini

2. Schématiser l’aspect de la boîte

3. Mesurer le diamètre de chaque anneau de précipitation

	N° du puits
	Concentration en SAB

(g/L)
	Diamètre mesuré d (mm)
	d2 

(mm2)

	1
	
	
	

	2
	
	
	

	3
	
	
	

	4
	
	
	

	5
	
	
	

	6
	
	
	


4. Tracer la courbe étalon d2 = f (concentration en SAB)

5. Déterminer la concentration en SAB de la solution X

	T STL BGB
	TP de BIOLOGIE HUMAINE N°23 

	TECHNIQUE D’IMMUNOPRECIPITATION

Technique d’immunoprécipitation simple : technique de Mancini


Matériel d’étude : par binôme

· 10 mL d’agarose à 1% de PBS en surfusion à couler en petite boîte de Pétri

· antisérum de lapin anti SAB en tube eppendorf rose noté AS
· solution mère de SAB à 4 g/L en tampon PBS tube eppendorf rose notée Et
· solution étudiée tube eppendorf rose notée X
· tampon PBS

Manipulation en binôme :

1. Préparation du milieu gélifié

· préparer le milieu gélifié en mélangeant 150 μL d’antisérum anti-SAB aux 5 mL d’agarose en surfusion

· couler en petite boîte de Pétri et laisser solidifier

· à l’aide d’un emporte pièce, perforer le gel afin d’obtenir 6 puits d’environ 3 mm de diamètre disposés selon le schéma donné.

2. Dépôt des antigènes, incubation et lecture

· Préparer une gamme d’étalonnage de SAB à partir de la solution mère et du tampon PBS en respectant les indications suivantes :

	
	Etalon 1
	Etalon 2
	Etalon 3
	Etalon 4

	Solution mère SAB 4 g/L (μL)
	25
	50
	75
	100

	Tampon PBS (μL)
	75
	50
	25
	0

	Cm (g/L)
	
	
	
	4


· Introduire les solutions de la gamme d’étalonnage et la solution à doser (2 essais) à raison de 5 μL par puits

· Fixer une bande de papier filtre préalablement humidifiée dans le couvercle de la boîte de Pétri.

· Incuber 48 heures à température ambiante. Faire la lecture.

Résultats :

1. Décrire le principe de la technique de Mancini

2. Schématiser l’aspect de la boîte

3. Mesurer le diamètre de chaque anneau de précipitation

	N° du puits
	Concentration en SAB

(g/L)
	Diamètre mesuré d (mm)
	d2 

(mm2)

	1
	
	
	

	2
	
	
	

	3
	
	
	

	4
	
	
	

	5
	
	
	

	6
	
	
	


4. Tracer la courbe étalon d2 = f (concentration en SAB)

Déterminer la concentration en SAB de la solution X

5. Gabarit Mancini

Gabarit Mancini
Gabarit Mancini
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	COMMANDE


Matériel d'étude MANCINI : 

· 15 boîtes de Pétri 5 cm de diamètre (1 par binôme)

· Gel d’agarose à 1 %

· Préparer un gel en surfusion (100°C) 1,5 g d’agarose dans 150 mL de tampon PBS 
· Dès que l’agarose est dissout répartir 5 mL dans 14 tubes à essai et laisser en surfusion dans le bain-marie à 60°C
· antisérum de lapin (frigo)


( 15 tubes à eppendorf roses avec 155 µL noté AS 
· solution de SAB (frigo) à 4 g/L de PBS (préparer 10 mL)


( 15 tubes Eppendorf roses avec 350 μL de SAB à 4 g/L notés Et 

· PBS : ( 15 tubes Eppendorf blancs avec 250 μL de PBS notés PBS
· solution de SAB (frigo) à 2,5 g/L de PBS (préparer 10 mL)


( 15 tubes Eppendorf roses avec 100 μL de SAB 2,5 g/L notés X
Matériel : par binôme

· les 4 tubes eppendorf

· P20 + P 100

· un système d’aspiration avec les emporte pièces préparés par binôme

· 1 petite boîte de Pétri vide

· 8 cônes jaunes par élève

· 3 tubes à hémolyse/binôme

· papier filtre

Pour tout ce qui est antisérum de lapin,

c’est à faire mardi matin et à bien garder au frigo.






















