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Chapitre 9 : Extraire l’ADN de phage

Une fois que vous avez obtenu un lysat à titre élevé de votre population de phages clonaux, vous pouvez caractériser davantage votre phage en analysant son génome. Un génome est défini comme l'ensemble complet du matériel génétique d'un organisme, comprenant tous ses gènes et séquences régulatrices. Bien que les génomes viraux soient uniques car ils peuvent être constitués d'ARN ou d'ADN, la plupart des phages isolés dans ce cours utilisent l'ADN comme matériel génétique. Pour caractériser l'ADN de votre phage, vous devez d'abord l'extraire de votre lysat de phages. Une fois isolé, vous pouvez étudier l'ADN du phage en utilisant des expériences comme la coupure de l’ADN par des enzymes de restriction et le séquençage de l'ADN.

Votre lysat contient votre population de phages clonaux ainsi que les restes de cellules bactériennes lysées, y compris les acides nucléiques bactériens (ADN et ARN), les protéines et les lipides. Parce que la présence d'ADN et d'ARN bactériens interférera avec les futures expériences conçues pour étudier votre génome phagique, l'étape initiale de l'extraction de l'ADN est la destruction des acides nucléiques bactériens en utilisant des enzymes appelées nucléases. Votre ADN génomique de phage est entouré par l'enveloppe protéique de la capside du phage et donc protégé des nucléases. Après une brève période d'incubation, les nucléases sont inactivées avec l'ajout de dénaturants comme le chlorhydrate de guanidine. Les dénaturants déplient toutes les protéines, y compris les nucléases et les capsides des phages, inactivant ainsi simultanément les nucléases et libérant l'ADN génomique des phages dans votre lysat.

Une fois l'ADN génomique du phage libéré, vous pouvez le purifier, c’est-à-dire le séparer du reste du lysat. Tout d'abord, vous ajoutez une résine contenant des billes de polymère microscopiques qui se lient aux longues molécules d'ADN de votre génome phagique. Ce mélange résine / ADN est ensuite chargé sur une colonne qui contient un filtre très fin qui empêche les billes et l'ADN lié de s'échapper de la colonne. Cela vous permet de « laver » avec de l’isopropanol les molécules contaminantes indésirables telles que les protéines, les lipides, les nucléotides, les dénaturants et les sels. L'ADN est ensuite libéré, ou élué, de la résine en ajoutant de l'eau chaude à la colonne et en collectant le liquide qui contient votre ADN génomique de phage. La concentration d'ADN dans votre échantillon est déterminée en utilisant la spectrophotométrie, la fluorimétrie ou en la visualisant sur un gel d'agarose.

Le protocole que vous utiliserez tire parti d'un kit disponible dans le commerce. Des kits comme ceux-ci sont disponibles auprès de nombreux fournisseurs différents et sont conçus pour rendre les protocoles de base de biologie moléculaire, comme les extractions d'ADN, plus faciles, plus rapides et généralement plus accessibles. Il n'y a pas si longtemps, les kits n'étaient pas facilement disponibles et les scientifiques passaient une grande partie de leur temps à mélanger des solutions et exécutaient des protocoles qui duraient des heures, alors qu’ils ne prennent désormais que quelques minutes. Ces kits ne sont pas magiques, mais reposent plutôt sur les propriétés chimiques inhérentes aux molécules impliquées, comme les protéines et l'ADN. Comprendre ce que chaque étape accomplit, et la chimie derrière elle, est particulièrement important lorsqu'il s'agit de trouver des solutions et de comprendre pourquoi une expérience ne s'est pas déroulée comme prévu. Il est également important de garder à l'esprit que tous les protocoles ou kits ne fonctionneront pas avec tous les organismes, donc la compréhension des principes derrière ce que vous faites peut être cruciale pour votre succès.
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	Figure 9.0-1. Organigramme des expériences d'extraction d'ADN de phage.
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