HYBRIDATION DES LAMES

PREPARER : - 1 crigtdlisoir rempli d'eau digtillée bouillante
- 1 bloc chauffant asec a80°C
- 1 Ban Mariea50°C
- 1 &uveas0°C
- 1 bloc chauffant 2 100°C (ou un Bain Marie)

REHYDRATATION DESLAMES

@ Maintenir la lame, spots versle bas a 50 cm au dessus d'un cristallisoir rempli d'eau
distillée bouillante pendant 15 s maximum (ou jusqu'a ce que les spots brillent).

@ Poser rapidement la lame sur un bloc chauffant & sec a 80°C pour la sécher pendant 3-5 s.

FIXATION DE L'ADN SUR LESLAMES

@ Poser leslames dans un four a UV sur une surface propre. Irradiation : 254 nm/ 130 mJ

BLOCAGE DESSITESLYSINESLIBRES

@ Pour 8 lames, au moment de I'utiliser, préparer dans une éprouvette + agitateur, sous hotte

chimique :n-methyl-pyrrolidinone 150 ml
anhydride succinic 39
apres dissolution compléte
Na-borate 0,2 M pH 8,0 17ml

NB : Le Naborate 0,2 M pH 8,0 est de |’ acide borique gjusté a pH 8,0 avec de la soude

® Mettre RAPIDEMENT lasolution dans un petit bac a coloration en verre et plonger
IMMEDIATEMENT leslames (portoir métalique) et placer sur un agitateur orbital 20 min
@ Plonger leslames dans un grand crigtdlisoir rempli deau didtillée (21) aRT

@ Plonger dans un bain d'éhanol absolue glacé

@ Sécher leslames par centrifugation 7 min 2600 rpm puis les conserver dans une boite a

I'abri de lapoussiére et de lalumiére.

PREHYBRIDATION (lejour méme del’ hybridation)




Solution de Préhybrideation :

Eau 73,35 ml
20X SSC 15,75 ml
10% SDS 900 pl
BSA 09g

@ Chauffer la solution de préhybridation a 50°C dans un Bain Marie

@ Incuber |es lames dans la solution de préhybridation a 50°C pendant 1 h.

@ Tremper leslames dans 50 ml d'eau didtillée.

@ Tremper les lames dans 50 ml d'isopropanol

@ Sécher leslames par centrifugation 7 min a 600 rpm puis les conserver dans une boite

propre et al'abri delalumiere.

HYBRIDATION

@ Préparer 140l de tampon d’ hybridation (10 hybridations) :

H2O 20ul
Formamide 100pl
50X Denhardts 10ul
10% SDS 10ul

Filtrer sur colonne millipore

@ Bien reprendre le culot dans::

Tampon dhybridation 14 pl (21 pl + 9 pl SSPE pour grandeslamelles)
SSPE 6 ul

@ Dénaturer 3 min a100°C puis mettre 5 min dans la glace.
@ Maintenir 242°C le temps d' ére prét a hybrider.
@ Mettre 15 a 20 pl d'eau dans chague puits de la chambre d' hybridation (Corning)



@ Déposer lasolution d hybridation contenant le méange d ADNc marqué sur une lamelle
puis gpprocher lalame délicatement, cdlle-ci venant adhérer alalamelle au contact avec la
solution d’ hybridation qui S éde dors d' ele méme entre lame et lamédle.

éviter lesbulles et nejamaisretoucher lalamelle une foisle montage effectué.

@® Mettrele montage ains effectué dans la chambre d’ hybridation et fermer de fagon
hermétique. Laisser a42 °C pendant 1 nuit al’ obscurité.

NB : Faire attention a ce que la chambre a hybrider soit bien a plat pendant toute
la durée de I’ hybridation.

JOUR 3

LAVAGES

Solution 1:
20X SSC 5ml
SDS 10% 10ml
Eau 985 ml

Solution 2:
20X SSC 5ml
Eau 995 ml

@ Ouvrir la chambre d hybridation, mettre lalame sur un portoir et plonger rapidement le
portoir dans 10 ml de solution 1 2 RT pour décoller lalamdlle, puis plonger e portoir dansle
reste de solution 1 pendant 15 min aRT

@ Transférer e portoir dans 500 ml de solution 2 pendant 15 min aRT.

® Transférer |e portoir dans 500 ml de solution 2 pendant 15 min aRT.

@ Sécher leslames a 600 rpm pendant 7 min.

Stocker dans une boite al'abri de lalumiére et de lapoussiere.
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