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EXTRACTION PROTEINES TOTALES 

DE TISSU d’HUITRE pour BLOT
· Sortir le tube de prélèvement du –80°C et le mettre dans l’azote liquide. Refroidir 15 min à l’avance le flacon Dangumeau, la bille, la spatule, avec de l’azote liquide.
· Broyer 1 minute.
· Peser un tube falcon conique (15ml) avec 4 ml de tampon de lyse BLOT froid ( !! ajouter tablette de protéase !!).

· Ajouter 1 g de broyat avec une spatule refroidie dans l’azote liquide, vortexer, mettre sur la glace. 

· Passer 2 fois quelques secondes à l’ultraturrax sur glace vit moyenne. Rincer la tige ultraturrax avec 1ml tampon de lyse au-dessus du tube (pour récupérer les restes et pour avoir 5ml de tampon au final). Rincer la tige dans H20 à vitesse rapide

( lancer le chrono pour une durée de 40 min

· Centrifuger

1h
4000rpm (3000g)

4°C
JOUAN(couloir)

Portoir blanc, godet mobile

· Récupérer le surnageant à la pipette pasteur (exclure la pellicule très supérieure qui contient les lipides!!!!) et le transvaser dans deux tubes eppendorfs 2ml refroidis dans la glace

· Ultracentrifuger 
45min
   10000g (11700rpm)
4°C 
THERMO (Bmol)

Rotor 24 x       AM 2.18 max 20000rpm, godet fixe

· Récupérer le surnageant à la pipette pasteur dans un tube à hémolyse de 5 ml, le vortexer pour l'homogénéiser, puis aliquoter l’extrait protéique dans des eppendorfs.

· Congeler à –80°C.

Annexe : tampon de lyse BLOT CHA 2011
	Produits
	fournisseur
	référence
	Poids moléculaire
	Concentration mM
	pour 500ml

(g)

	NaCl
	Merck
	1064041000
	58.44
	150
	4.383

	Tris HCl
	Sigma
	T 3253
	157.6
	10
	0.788

	EDTA
	Quantum
	36/67/68
	372.3
	1
	0.186

	EGTA
	Sigma
	E3889
	380.4
	1
	0.190

	Ajuster le pH à 7.40

	Triton X 100
	Biorad
	061-0407
	visqueux
	1%
	5ml

	CA-630 Igepal
	Sigma
	I3021
	visqueux
	0.5%
	2.5ml

	H20
	
	
	
	
	Qsp 500ml


 !!!!!! Ajouter extemporanément: 1 tablette pour 25ml de tampon

	Phosphatase inhibitor cocktail II
	Sigma
	P5726
	Liquide(4°C)
	1%
	1/100 éme

(vol/vol)

	Complete EDTA free Protease inhibitor cocktail
	Roche
	11 873 580 001
	Tablets (4°C)
	
	1 tablette pour 25 ml

	0,25 M solution stock de NaPPi
	Sigma
	221368
	446,06
	2%
	1/50 éme

(vol/vol)


Solution de stock de NaPPi [0.25M] conservée à température ambiante sous hotte: 11.15 g dans 100 ml. Attention le produit cristallise donc agiter avant utilisation.








