Génotypage :

(Prélèvement, Extraction, Purification et PCR)
Prélèvement :

· Un morceau de queue (entre 0.5 et 1 cm) est prélevé sur chaque souris, 14 jours après la naissance de celle-ci. Délai nécessaire pour pouvoir fixer une bague d’identification sur une des oreilles,

· Chaque échantillon est placé ensuite dans un tube Ependorf portant le numéro d’identification de la souris en question.
Extraction :
- 
Chaque échantillon est baigné dans une solution constituée de 500μl de tampon + 30 μl de protéinase K,
- 
L’échantillon doit ensuite être agité (vitesse : 500rpm) toute la nuit à 50°C.
Purification (environ 3h):
· Après l’extraction, mettre les échantillons au congélateur (-20°C) pendant un minimum de 30 minutes. Pendant ce temps, on dimimue la température du bain marie à 20°C (cela prend du temps !),
· Sortir le rotor bleu de la chambre froide, le mettre en place dans la centrifugeuse. Allumer la centrifugeuse, la fermer et programmer celle-ci : prog. N°3 pour la mise en température (N.B. : pour ouvrir il faut que les lumières de « start » et de  « lid » soient allumées, ils lumières arrêtent de clignoter !),
· Sortir les échantillons du congélateur, les mettre dans le rotor. NB : équilibrer la centri 2 à 2, avec un même volume pour le complément si nombre impair de tubes,

· Centrifuger pendant 20 min. (il faut modifier le temps de la centrifugeuse : Time sur 20 puis Run ou 2 * 10 minutes) à 20°C (prog 3). Ne pas attendre l’arret complet du système pour relancer le second cycle.
· Pendant ce temps, préparer 2 série de tubes : une de 1 à 21, et une avec l’identifiant « date +  n° » pour chaque souris.

· Brancher la hotte aspirante sur Grande Ventilation. Utiliser la première série de tubes, y mettre 400 μl de phénol (le mélange phénol/chloroforme est dans la chambre froide : 1 btle et 1 tube plus facile à voir pour les prélèvement !) dans chaque Epindorf. NB : un même embout de pipette suffit pour passer de tube en tube. Control visuel.
· Sortir les échantillons et programmer la centrifugeuse pour la suite : prog. N°2. Travailler sous la hotte aspirante (pour le phénol qui est stocké dans la chambre froide!) et avec des gants en latex. 

· Prélever, avec un nouvel embout de pipette pour chaque échantillon, 400 μl de la partie supérieure de la solution centrifugée. (NB : le tube incliné dans une main, la pipette dans l’autre). Il ne faut pas prélever le fond du tube sinon il faudra centriguger à nouveau !!!
· Bien fermer les tubes, puis agiter à 20-24°C pendant 10 minutes minimum, à 1400rpm,
· Jeter les tubes inutiles (les premiers !) dans la poubelle normale  ou les conserver si on a un doute,

· Sortir les tubes et les placer ensuite dans la centrifugeuse,

· Centrifuger pendant 10 min. (changer le temps ou 2 * 5 minutes) à 4°C (prog 2), puis sortir les tubes et les remettre dans l’ordre,
· Préparation des tubes un petit peu en avance (éviter l’evaporation de l’isopropanol. Stock dans l’armoire ventilée + un flacon sur une étagère dans la pièce de bio.mol.). Ajouter 300 μl d’isopropanol dans chaque échantillon, faire cela sous hotte aspirante. Control visuel. Evaporation ?
·  Il y a maintenant 2 partie dans le tube :

· Prendre dans le surnageant 300 μl avec la pipette et le placer dans la seconde série du tube (travail sous la hotte aspirante),
· Jeter la partie inférieur dans déchet toxique !!! Jeter ensuite les gants et en reprendre des nouveaux. (faire une fiche de suivi de retraitement des déchets toxiques !)
NB : incliner le tube lors du prélèvement et changer l’embout de la pipette pour chaque tube,

· Refermer les tubes, puis agiter à la main (à l’aide d’un couvercle, retourner tous les tubes en même temps) pendant 1 minutes

· Centrifuger 2 minutes à 4°C (prog 11) => press start button !!!
· Préparation du prog 2
· On s’occupe du culot, il faut le laisser dans le tube. Pour cela on retire 600 μl de produit que l’on met dans un Bécher (le contenu est à jeter ensuite !), second pipettage si nécessaire avec une plus petite pipette (P20). Il existe aussi une méthode plus rapide, tout aussi efficace mais plus basique : juste verser le contenu dans le bécher de déchet !!! Sécher le tube renversé sur du papier ménage.
· Attention de ne pas aspirer le culot (ce n’est pas grave s’il y a encore du produit !) NB : lors du prélèvement, maintenir la pipette vers le haut car le culot se trouve en bas. Il faut changer d’embout à chaque fois,

· On ajoute 100 μl d’éthanol glacial (éthanol à 75% dans le congélateur -20°C de bio.mol.) dans chaque tube. Control visuel,
· Centrifugation pendant 5 minutes à 4°C (prog 2, cf ci-dessus !), toujours penser à équilibrer la centrifugeuse avec les tubes toujours dans le même sens,

· Modifier la température de l’agitatateur/bain marie,

· Sortir les tubes de la centrifugeuse, et enlever TOUT le surnageant d’éthanol, à l’aide d’une pipette : d’abord 100 μl puis plus finement 14 μl. (pas compliqué à faire, mais attention au culot même s’il semble assez résistant !). Vider de la même manière !
· Assécher les parois avec un coton tige, sans toucher au culot.

· Ajouter 30 μl d’eau stérile (stock sur la paillasse) prélever dans un Epindorf,
· Agiter les tubes à 50°C pendant 5 minutes, à 400 - 450 rpm,

· Pendant ce temps là, on range le rotor bleu dans la chambre froide, on assèche et on éteint la centrifugeuse tout en prenant soin de ne pas refermer complètement le couvercle de celle-ci (pb d’humdité !). 

· Un petit coup de vortex, puis on place les échantillons au congélateur, soit frigo pour enchainer sur la PCR,
· On éteint l’agitateur chauffant.
PCR (cf. Cahier à Françoise Loctin):

· Ne pas oublier d’ajouter un ou deux échantillons controles (WT, Cre +, GFP + et Dat). Stocker dans une boite plastique vert fluo dans le congélateur -20°C de bio.mol. (cf. cahier n°20, au 30.10.09),
· Dans la boite rose fluo : Buffer 10X dans les tubes bleutés, Magnésium MgCl2 dans les tubes jaunes, DNTP (5mM, 10 mM et 4mM), Taq (le reste est stocké ailleurs !) ainsi que les Primer (Vincent R + F, ajoute de bétaine stocké dans la chambre froide ; Matthew G + H ; Camilla Dat F + R et mGluR1 ABCDE ;)
· Mettre des gants en latex,

· Préparer des petits tubes (petit Eppendorf) stérils numéroter,

· Avoir le « cocktail » sous les yeux (mélange particulier en fonction du gène recherché, cf cahier de Francoise), ex. Girk 2 dans chaque échantillon d’ADN :

· 32.5 μl H2O stérile,
· 5 μl de Tampon (dans une boite jaune dans le congélateur),

· 5 μl de DNTP soit 10mM, soit 2mM (dilution avec de l’eau stérile),
· 4 μl de Primer (mix. Spé. Au gène, préparé d’avance. Dans la boite jaune),
· En dernier : 0.5 μl de Taq polymérase (dans le congélateur),
· Préparer le « cocktail » dans un Eppendof, en fonction du nombre de tubes (n + 2). Dans chaque échantillon, il y a : 46 μl + 4 μl d’ADN. Le volume du « cocktail » est ainsi de (n +1)*46 μl,
· Décongeler préalablement les échantillons stockés au congélateur (pas besoin si c’est dans la chambre froide),

· Utilisation du vortex pour mélanger le « cocktail »,

· Pipeter les 46 μl du « cocktail » pour chaque tube numéroté,

· Pendre chaque tube d’échantillon, utiliser le vortex pour re-mélanger, puis prélever 4 μl d’ADN à déposer dans chaque petit tube (Il faut changer d’embout pour chaque échantillon !),
· Appareil à PCR : vérifier qu’il est allumé, 

· appuyer sur B :choisir le numéro de bloc 1 (gros tubes), 2 ou 3 (petits tubes), puis appuyer sur le couvercle,
· Choisir le programme correspondant à la manip., cf la liste proche de la PCR (ex. : prog 1 pour Girk 2),

· Valider avec le D,

· Attendre que la température monte >80°C, (certaines personnes n’attendent pas la mise en température)
· Mettre les tubes dans l’appareil,

· Ouvrir l’opercule, fermer le couvercle, puis refermer l’opercule (c’est pour faire sortir l’air),

· Laisser la PCR se faire. Elle va durer environ 2h30.
· Quand c’est fini, la « pause » clignote. Pour sortir les tubes de la PCR, on sélectionne le bloc : B 2 D(D = arrêt), ouvrir en appeyant sur la languette. On place ensuite les échantillons dans la chambre froide ou bien directement sur le gel.

· Puis on éteint la machine.

Le Gel:

· Utiliser l’un des 2 Erlen réservés à cet effet

· Faire le gel d’Agarose. Pour cela, mettre des gants en latex et peser l’Agarose (dans l’armoire ventilée + petit stock sur la paillasse). En fonction du gène recherché, la constitution du gel d’agarose varie : Agarose à 1% pour Girk 2, à 2% pour Girk 1 et FMR1, à 3 % pour Girk 3, (cf cahier de manip). 80 ml de tampon TAE 1X, donc pour 2% = 1.6g, 
NB : le girk 2 est moins délicat que le girk1 donc possibilité de le mettre sur le même gel.

· Mettre l’Agarose et le tampon TAE (10X stocké dans la chambre froide, utiliser uniquement le 1X, sinon diluer le 10X = 9+1) dans un Bécher, chauffer le tout au micro-onde (pas trop fort : force 2, pas trop chaud !!!) pdt 5 min. Agiter de temps en temps, jusqu’à la dissolution complète (controle visuel fréquent pour voir la solution transparante comme de l’eau).Attention c’est chaud !!!

· On prépare la ou les cuves en parallèle, nettoyage de celles-ci si nécessaire, préparation (scotch ou « étaux ») et mise en place du peigne
· Mettre des gants violet (très important !!!) pour se protéger du SYBR (stocké dans le tiroir), pendant totue la fin de la manip.
· Utiliser une pipette spéciale pour rajouter 6 μl de SYBR dans le bécher devenu tiède (ne fume plus !), ceci en dernier !!!
· Jetter les déchets dans une poubelle spéciale,

· Agiter un peu dans le bécher (remuer),

· Ensuite attendre qu’il refroidisse encore un peu pour le verser dans l’appareil spécial : on parle de couler le gel, créer des pores,...

· Enlever les bulles avec une pointe si besoin est, puis jeter dans la poubelle spéciale,
· Laisser refroidir pendant une heure environ,

· Pour laver le matériel après la manip : attendre que ca ait séché, jeter le déchet dans la poubelles spéciale, rincer abondamment à l’eau chaude et ensuite à l’eau bidistillée, puis replacer le bécher à son emplacement (celui-ci ne sert que pour le gel !).
Le chargement du gel:

· Toujours porter les gants violet pour l’expérience,

· Préparer un feuille de parafilm,

· Sortir les échantillons et la petite boite pour la coloration (au congélateur),

· Enlever les couvercle de cuves d’électrophorèse,

·  Sortir le gel et enlever le peigne. Le placer ensuite dans la cuves (dans les encoches) et ajouter du tampon TAE 1X pour recouvrir entièrement le gel,

· Dans la petite boite, il y a 1 standard (Ladder) et du bleu spécial pour voir les spots. On dépose alors 2 μl sur le parafilm, autant de fois qu’il y a d’échantillon à tester,

· Prélever, avec un nouvel embout pour chaque échantillon, 12 μl d’ADN que l’on place sur une goutte de bleu. Aspirer, expluser plusiseurs fois le mélange, puis déposer le tout dans un puit du gel. Ceci en respectant l’ordre des tubes, les puits étant placés en haut et en allant de la gauche vers la droite)

Faire très attention de ne pas percer le gel, utiliser les deux mains pour un meilleur maintien en l’air et y aller très doucement pour déposer la solution bleuté au fond du puits,

· Reserver un puit de libre au milieu pour y déposer 4 μl de standard (Ladder),

· Veiller à mettre un échantillon controle (+/+ ou autre) appartenant à une expérience antérieure,

· Sortir les échantillons et la petite boite pour la coloration (au congélateur),

· Ensuite, on remet le couvercle en place, on branche le système, on allume l’appareil, on le place sur 90 et on appuie sur run (petit bonhomme qui courre !!!). Le système est fonctionnel lorsque l’on voit des petites bulles dans la solution tampon dans lequel beigne le gel chargé. La migration dure environ 30 minutes, mais il faut tout demême avoir un controle visuel régulier. Ne pas oublier d’arrêter le gel !!!
NB : s’il y a plusieurs électrophorèse en même temps, il faut éteindre la machine pour brancher la seconde électrophorèse et rallumer le tout.

La visualisation du gel (résultat de la migration):

· Toujours porter les gants nitrile (violet) pour l’expérience,

· Sortir le gel, et verser le reste de liquide dans la cuve,

· Se déplacer dans la salle du 8ème pour lire le gel,

Machine à UV :
· Mettre le gel dans la machine et en lever la ou les bulles d’air, et referme la machine,
· Ouvrir une session Lüscher, mot de passe !
· Connecter l’ordinateur au serveur du laboratoire (lüscherlab/lab),

· Modifier l’objectif de la caméra : ouverture sur 2,8 ; zoom entre 15 et 20,

· Cliquer sur le microscope / pluging / 1394 camera/live,

· Allumer la machine à UV,

· Agrandir le gel si besoin est,

· Eteindre la lumière et enclencher les UV (NB : éteindre les UV avant de placer le second gel !),

· Image / show properties : on peut modifier l’image (contraste, le noir, l’exposition,...),

· Acquire full image / save as .jpg, le tout sur le serveur avec la date du fichier,

· Logout, remttre le curseur sur C,

· Eteindre les UV, remettre les objectif sur 0,

· Récuperer les déchets, puis les jeter dans la poubelle spéciale,

· Nettoyer le support du gel de la machine avec du papier,

· Rincer le bac avec de l’eau bidistillée et essuyer le matériel.
