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	Guide de préparation des échantillons


	A LIRE IMPERATIVEMENT 

Tout échantillon non-conforme à ce guide pourra être ralenti dans son processus de traitement par la plateforme


	La plateforme EDyP-service n’accepte pas d’échantillons infectieux ou radioactifs
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1) Précautions à respecter lors de la manipulation des échantillons
Contaminant principal des analyses protéomiques = Kératines (origine humaine : cheveux/poils et/ou animale : fibres)
Problème : contamination masquant les protéines d’intérêt de l’échantillon

Solutions :

Pour le manipulateur :

· Porter une blouse propre et couvrante au niveau des avant-bras
· Eviter le port de pulls en laine
· Porter des gants propres à tout moment de la préparation et du traitement de vos échantillons. Eventuellement, laver vos gants à l’eau chaude savonneuse (les boîtes à gants sont des nids à kératine !!!) et les rincer abondamment ; éviter de toucher avec les gants des poignées de porte, téléphones, etc.

· Attacher les cheveux longs
· Ne pas pencher votre corps, visage et ne pas discuter au-dessus des échantillons
Pour le materiel :
· Nettoyer la paillasse sur laquelle les échantillons sont préparés afin d’éliminer toute trace de poussière
· Rincer à l’eau chaude savonneuse tous les équipements qui seront en contact avec les échantillons (à l’aide d’un chiffon de papier non pelucheux) : pince, matériel d’électrophorèse, transparent sur la vitre du scanner, transparent sous le gel pour la découpe des échantillons.

· Lors des étapes de coloration/décoloration des gels d’électrophorèse, utiliser des boîtes propres. En particulier, ces boîtes ne doivent pas avoir servi dans le cadre d’expériences de Western-blots (afin de ne pas avoir de contamination par les protéines généralement utilisées pour saturer les membranes : caséines du lait, albumine…).

· Utiliser des solutions/tampons récemment préparées afin d’éviter les contaminations protéiques liées au développement de bactéries ou moisissures.
La qualité des résultats issus de vos échantillons est directement liée à la qualité de leur préparation !!!
2) Migration des échantillons sur gels d’électrophorèse monodimensionnelle
Pour l’étape d’électrophorèse des protéines, il est fortement conseillé d'utiliser des gels pré-coulés (par exemple gels NuPAGE) ainsi que des tampons achetés afin de réduire les risques de contamination. Dans tous les cas, tous les tampons utilisés doivent être fraîchement préparés, stockés à 4 °C et utilisés avec les précautions nécessaires. L'eau utilisée pour préparer les tampons doit être de préférence fraîchement prélevée sur une station de production d'eau ultra pure (type Elga ou Millipore ; 18,2 MΩ) ou issue d’une bouteille en conditionnement commercial (grade HPLC).

Le protocole de migration expliqué ci-dessous s’applique aux gels NuPage achetés dans le commerce.

Solutions à préparer :

· Solution Tris 0.5M pH 6.8 : peser 6.05g de tris base et ajouter 50mL d’eau Ultrapure. Ajuster le pH à 6.8 avec du HCl puis qsp 100mL d’eau Ultrapure (solution à conserver à 4°C pendant une période n’excédant pas 6 mois)

· Tampon de Laemmli 5X : mélanger 5mL de Tris / HCl 0.5M pH 6.8, 2g de SDS, 4g de glycérol, 5mL de β-mercaptoéthanol, 1.25mL de Bleu de bromophénol à 1%, qsp 20mL d’eau Ultrapure. Aliquoter le tampon par 1 mL et le conserver à -20°C pendant 1 an maximum.

· NuPage MOPS SDS running buffer 20X : 104.6g de MOPS 1M, 60.6g de Tris Base 1M, 10g de SDS 2% et 3g d’EDTA 20mM, qsp 500mL d’eau Ultrapure. La solution finale doit présenter un pH de 7.7 (ne pas ajuster le pH). Conserver à 4°C pendant 6 mois.

OU NuPage MES SDS running buffer 20X : 97.6g de MES 1M, 60.6g de Tris Base 1M, 10g de SDS 2% et 3g d’EDTA 20mM, qsp 500mL d’eau Ultrapure. La solution finale doit présenter un pH de 7.3 sur un aliquot dilué à 1X (ne pas ajuster le pH). Conserver à 4°C pendant 6 mois.

· NuPage SDS running buffer 1X: ajouter 50mL de NuPage SDS running buffer 20X (MOPS ou MES) à 950mL d’eau déionisée.

· Tampon cathode : ajouter 500µL de NuPage Antioxidant à 200mL de NuPage SDS running buffer 1X.

Préparation des échantillons :

· Mélanger 4 volumes d’échantillon protéique à 1 volume de tampon de Laemmli 5X.
· Chauffer le tube à l’aide d’un bloc chauffant pendant 10 min à 95°C afin d’accélérer la dénaturation des protéines.
· Laisser le tube 5 min à température ambiante.
· Centrifuger rapidement avec une centrifugeuse de paillasse pour faire tomber la condensation (vitesse maximale, 1 min à température ambiante).
Migration des échantillons :
· Se référer aux instructions du revendeur pour la mise en place du système et le chargement de l’échantillon.
· Faire migrer l’échantillon selon votre étude :

Migration en « Stacking »
Faire migrer le gel à température ambiante à 200V. Stopper la migration lorsque tout l’échantillon est rentré dans le gel de séparation (séparation sur 1 à 3 mm) (juste sous les puits si c’est un gel commercial ; après le stacking si c’est un gel home-made).
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Migration en « Pseudo-separating »
Faire migrer le gel à température ambiante à 200V. Vous aider de la piste contenant un marqueur de poids moléculaire coloré pour définir à quel moment stopper la migration.
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Migration en « Separating complet»
Faire migrer le gel à température ambiante à 200V. Stopper la migration lorsque le front de migration est en bas du gel.
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3) Coloration et décoloration des gels d’électrophorèse compatibles avec la spectrométrie de masse
Coloration au bleu de Coomassie :

A la fin de la migration, le gel est démoulé et placé pendant 1 h dans une solution de bleu de Coomassie (par exemple Coomassie Brillant blue R250 stain : Biorad 161-0436, ne pas réutiliser la solution).

Décolorer ensuite le gel par plusieurs bains d’une solution 30% ethanol / 7.5% acide acétique dans l’eau milliQ.
Coloration au nitrate d’argent :

A la fin de la migration, le gel est démoulé et placé 1 h dans une solution 30% ethanol / 7.5% acide acétique dans l’eau milliQ.
La coloration se fait par passages successifs du gel dans différents bains d’environ 100 mL et sous agitation.

Solutions à préparer extemporanément :


- Hydrosulfite de sodium Na2S2O4 0.3 g/L : 30 mg pour 100 mL d’eau milliQ
- Nitrate d’argent 2 g/L : 200 mg pour 100 mL d’eau milliQ

         - Solution A :
K2CO3
3 g



HCHO
25 µL



Na2S2O3, 5H2O
100 µL d’une solution à 10 mg/mL soit 1mg



H2O milliQ
QSP 100 mL

- Tris/acide acétique : solubiliser 40 g de Tris dans 500 mL d’eau, ajouter 20 mL d’acide acétique et compléter à 1 L avec de l’eau milliQ.


Protocole :

- Rincer par 2 bains d’environ 20 min dans 10% éthanol dans l’eau milliQ.
- Rincer par 2 bains d’environ 20 min dans l’eau milliQ.
- Sensibilisation : faire un bain d’1 min de Na2S2O4 ; éliminer.
- Rincer par 2 bains d’environ 1 min à l’eau milliQ.
- Colorer au nitrate d’argent par 1 bain de 20 à 60 min ; éliminer.
- Rincer rapidement (10 à 20 sec) par 2 bains d'eau milliQ.
- Révéler avec la solution A pendant une durée allant de quelques minutes jusqu’à 1 h (arrêter la révélation dès l’apparition des bandes ou spots d’intérêt ou avant que le bruit de fond ne couvre le signal spécifique).
- Bloquer la coloration avec le Tris/ acide acétique pendant 30 min minimum.
Attention : un gel coloré à l'argent doit être découpé et les bandes/spots décoloré(e)s dans la foulée.
En effet, l’utilisation de coloration au nitrate d’argent induit la réticulation de résidus lysine, affectant de ce fait les étapes de préparation des échantillons (mauvaise coupure par la trypsine après les lysines et mauvaise extraction des peptides hors des mailles du gel – Rabilloud at al, 2007 – ). Pour ces raisons, il est IMPERATIF de décolorer les morceaux de gel découpés juste après leur coloration à l'argent.

Solutions à préparer extemporanément :

- Solution stock de Bicarbonate d’ammonium 1 M (NH4HCO3): 11,9 g de bicarbonate d’ammonium dans 150 ml d’eau milliQ.
- Solution A : Bicarbonate d’ammonium 25 mM. Diluer 2,5mL de la solution stock de bicarbonate d’ammonium 1 M dans 97,5 mL d’eau milliQ.
- Solution B : Bicarbonate d’ammonium 25 mM et acétonitrile 50%. Diluer 2,5 mL de bicarbonate d’ammonium 1 M dans 47,5 mL d’eau et ajouter 50 mL d’acétonitrile.

- Solution d’eau oxygénée 7% finale dans l’eau milliQ.
Toutes ces solutions sont à préparer extemporanément.


Protocole :

La décoloration des bandes est effectuée par des lavages successifs, à température ambiante et sous agitation, en utilisant 200 µL des différentes solutions dans l’ordre suivant :

- Solution B pendant 30 min ; éliminer
- Solution A pendant 30 min ; éliminer
- Solution B pendant 30 min ; éliminer
- Solution A pendant 30 min ; éliminer
- Eau milliQ pendant 15 min ; éliminer
- Acétonitrile 100% pendant 15 min ; éliminer
- Sécher le gel au Speed-vac  pendant environ 5 min à température ambiante.

- Eau oxygénée (H2O2) 7% (v/v) pendant 15 min ; éliminer
- Eau milliQ pendant 15 min ; éliminer
- Acétonitrile 100% pendant 15 min ; éliminer

- Eau milliQ pendant 15 min ; éliminer

- Conserver à -20°C
- Envoyer les échantillons en carboglace
4) Découpe des échantillons
Bien nettoyer le support sur lequel se fera la découpe : au savon et à l'eau chaude, puis à l'eau milliQ.
Couper le plus précisément possible les morceaux de gel d’intérêt, l’excès de polyacrylamide n’étant pas bénéfique pour l’analyse.
Du fait d’une calibration très précise du robot préparateur d’échantillons de la plateforme EDyP-service, il est essentiel que les morceaux de gel soumis soit d’un volume d’environ 1.5 mm3.

Bandes issues de gels d’électrophorèse monodimensionnelle :

Les bandes issues de gels d’électrophorèse 1D peuvent être découpés à l’aide d’un scalpel. Les bandes prélevées doivent ensuite être redécoupées en cubes de volume d’environ 1 mm3.

Placer les morceaux de gel prélevés dans un tube (ou le puits d'une plaque) que vous aurez préalablement rempli de tampon de décoloration. 


Spots issus de gels d’électrophorèse bidimensionnelle :

Les spots de gels d’électrophorèse 2D peuvent être découpés à l'aide de Biopsy Punches de diamètre de 2 ou 3 mm. Après avoir disposé le gel sur le support de découpe, prélever une pièce de gel en appuyant d'un geste franc avec le Biopsy Punch, sans faire de mouvement de rotation. Incliner l’outil afin de ramasser le morceau de gel et faire descendre celui-ci dans son contenant à l’aide d’un petit capillaire propre. Ne pas répéter l'opération sur un spot déjà découpé pour éviter d'abîmer le bout de gel.

Placer le morceau de gel prélevé dans un tube (ou le puits d'une plaque) que vous aurez préalablement rempli de tampon de fixation/décoloration.
5) Envoi des échantillons

Lorsque vous avez rempli vos tubes ou microplaques avec vos échantillons :

· assurez-vous de leur étanchéité (bon positionnement du couvercle, "parafilmer" les tubes n’ayant pas de bouchon « safe-lock »…)
· remplissez la fiche échantillon correspondante : elle permet l’identification et l’enregistrement de vos échantillons (adressez-vous à la plateforme si vous avez besoin d’explication ou d’une nouvelle fiche).

· Placez les échantillons ainsi que la fiche échantillon les décrivant dans une enveloppe ou un colis adressé à la plateforme de préférence en Chronopost à l’adresse suivante :
CEA Grenoble- iRTSV/LEDyP

Plateforme d’analyses protéomiques « EDyP-Service »

Laboratoire d’Etude de la Dynamique des Protéomes

17, rue des Martyrs

38054 Grenoble Cedex 9

France
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