Intracellular staining method:

Materials:

FACS buffer (1 X PBS/5% FCS/0.02% NaN3)

10% Saponin in PBS

2% paraformaldehyde in PBS (PFA/PBS)

Method:

1.  Transfer 0.5 million cells into each FACS tube.  Centrifuge 5 min at 250-300g at 4C to sediment cells.  Aspirate media.

2.  Add 1 ml FACS buffer, gently resuspend cells.  Centrifuge cells as before and aspirate FACS buffer.

3.  Gently resuspend cell pellet in 100 ul 2% PFA/PBS solution.

4.  Incubate cells for 10 min at room temp (do not extend this incubation).

5.  Add 1 ml FACS buffer, pellet cells at 250-300g (5 min), and aspirate FACS buffer.

6.  Resuspend cells in 100 ul of 1st antibody solution (FACS buffer containing 0.5% saponin + 1st antibody).  Incubate for 30 min at room temp.

7.  Add 1 ml FACS buffer/0.5% saponin, pellet cells, and aspirate supernatant.  Repeat wash.

8.  Resuspend cells in 100 ul of 2nd antibody solution ((FACS buffer containing 0.5% saponin + 2nd antibody).  Incubate for 30 min at room temp (in the dark).

9.  Add 1 ml FACS buffer, pellet cells, and aspirate media.

10.Resuspend cells in 0.5 ml FACS buffer and analyse immediately or store at 4C in the dark (add additional fixative if stored).

Note:

Treat permeabilized cells gently.

This protocol assumes that the 2nd antibody is labelled.  If first antibody is labelled, perform that step in the dark.

