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Protocole 9.1 : Extraction d’ADN de phage

Objectif : Isoler l'ADN génomique du phage

But : Une fois que vous avez préparé un lysat de phages, votre ADN de phage peut être isolé et étudié. La première étape de l'extraction de l'ADN du phage consiste à éliminer l'ADN et l'ARN bactérien de votre lysat à l'aide de nucléase. Ensuite, l'ADN phagique est libéré de la capside phagique, lié à une matrice solide grâce à ses propriétés chimiques inhérentes, rincé et élué, donnant un échantillon d'ADN phagique pur.

Matériel requis :
· 1 ml de lysat de phages (titre ≥ 5 x 109 UFP / ml)
· Mélange de nucléases
· EDTA (0.5 M) (facultatif)
· Protéinase K (20 mg / ml) et SDS (10%) (facultatif)
· 2 ml de résine de purification d’ADN (Promega Wizard DNA Clean-Up Kit)
· 2 colonnes de purification d’ADN (Promega Wizard DNA Clean-Up Kit)
· Seringues de 3 ml
· 6 ml d'isopropanol à 80%, fraîchement préparé
· H2O ultra pure (ddH2O) préchauffé (95°C)

Protocole :

A. Préparez votre paillasse et réunissez le matériel requis.

B. Dégradez l'ADN / ARN bactérien d’un lysat de phages à titre élevé.
1. Transférez aseptiquement 1 ml de lysat de phages dans un microtube.
2. En portant des gants et en travaillant dans la zone désignée, ajoutez 5 µl du mélange de nucléases au lysat. 
Important : Les enzymes (RNase en particulier) sont très stables et peuvent persister et contaminer l'équipement et les fournitures dans tout le laboratoire. Prenez des précautions pour éviter de les répandre et utiliser les seulement dans la zone désignée.
3. Mélangez doucement mais soigneusement par des inversions répétées – ne pas vortexer !
4. Incubez à 37°C pendant 10 minutes ou à température ambiante pendant 30 minutes.
5. Retirez et jetez vos gants avant de retourner à votre paillasse.
6. Facultatif : ajouter 15 µl d'EDTA au lysat traité aux nucléases et mélangez doucement.
a. L'EDTA inactivera les nucléases en chélatant ou en liant les cations divalents requis par les nucléases pour leur activité.
7. Facultatif : ajouter 0.5 µl de protéinase K et 50 µl de SDS au lysat traité aux nucléases et mélangez doucement. Incuber à 37°C pendant 10 minutes.
a. La protéinase K est ajoutée pour dégrader les nucléases ajoutées à l'étape 2. Le SDS stimule l'activité de la protéinase K.

C. Dénaturez la capside protéique pour libérer l'ADN du phage.
1. Mettez une nouvelle paire de gants.
2. Ajoutez 2 ml de résine de purification d'ADN dans un tube conique de 15 ml.
a. La résine d'ADN est une solution de suspension contenant des billes de polymère microscopiques. Assurez-vous que la solution de résine est bien mélangée, que le précipité soit bien dissout en chauffant à 37°C et que les billes soient remises en suspension avant d'aliquoter vos 2 ml. (Votre enseignant a peut-être réalisé cette étape pour vous.)
Important : La résine contient du thiocyanate de guanidinium, un produit chimique qui dénature les protéines. Évitez le contact avec votre peau !
3. Transférez votre lysat de phages traité aux nucléases du microtube au tube conique de 15 ml contenant la résine.
4. Mélangez la solution en inversant doucement le tube à plusieurs reprises pendant 2 minutes.

D. Isolez l'ADN génomique du phage.
1. Identifiez deux colonnes Wizard Kit avec vos initiales.
2. Retirez les pistons de deux seringues de 3 ml et fixez une colonne à chaque seringue.
3. Suivez les étapes ci-dessous en même temps, pour chaque colonne :
a. Installez le montage colonne / seringue au-dessus d’un microtube.
b. Transférez 1.5 ml de la solution d'ADN phagique / résine dans la colonne à l'aide d'une pipette.
c. Ne jetez pas le tube conique vide de 15 ml.
d. Insérez un piston dans la seringue et poussez soigneusement tout le liquide, en recueillant le liquide dans le même tube conique de 15 ml qui contenait la solution d’ADN / résine.
Important : l'ADN est lié aux billes de polymère qui sont retenues dans la colonne lorsque le liquide est poussé à travers l’assemblage colonne / seringue. Il est TRÈS important de maintenir une pression ferme, douce, implacable et uniforme sur la seringue. Ne laissez pas le piston sortir de la seringue car le fait de relâcher le vide endommagera la colonne.
e. Une fois que tout le liquide est passé, maintenez la pression sur le piston pendant que vous séchez le liquide résiduel en touchant l'extrémité de la colonne sur une serviette en papier.
f. Dévissez la colonne de la seringue avant de libérer le piston et placez la colonne dans un nouveau microtube.
g. Retirez le piston de la seringue, puis rattachez la seringue à la colonne.
4. Enlevez les sels de l’ADN (maintenant sur la colonne) par lavage avec les étapes suivantes pour chaque colonne :
a. Ajoutez 2 ml d'isopropanol à 80% dans chaque assemblage colonne / seringue et poussez le liquide à travers la colonne, en répétant les étapes 3 (d) – 3 (f).
b. Répétez deux fois, pour un total de trois lavages à l'isopropanol.

5. Retirez l'isopropanol résiduel.
a. Placez chaque colonne dans un nouveau microtube de 1.5 ml, et centrifugez à 10 000 × g pendant 5 minutes.
i. La colonne empêchera les couvercles des microtubes de se fermer. Disposez les tubes ouverts dans la centrifugeuse de sorte que les couvercles pointent vers le centre du rotor.
b. Transférez les colonnes dans de nouveaux microtubes de 1.5 ml. Centrifugez à 10 000 × g pendant 1 minute supplémentaire pour éliminer tout isopropanol résiduel.
c. Laissez évaporer les dernières traces d'isopropanol en retirant vos colonnes des microtubes et en les plaçant directement dans un bloc chauffant à 90°C pendant 60 secondes.
Important : Laissez les colonnes dans le bloc thermique pendant plus d'une minute peut endommager l'ADN.

6. Éluez l'ADN phagique des colonnes.
a. Placez chaque colonne dans un nouveau microtube et déposez 50 μl de ddH2O stérile préchauffé à 90°C directement sur chaque colonne.
Important : Gardez le ddH2O dans le bloc chauffant jusqu’à son utilisation pour qu'il reste à 90°C.
b. Incubez les colonnes pendant 1 minute à température ambiante.
c. Centrifugez à 10 000 × g pendant 1 minute dans une microcentrifugeuse.
d. Combinez les élutions des deux microtubes dans un seul microtube; c'est votre ADN phagique élué.
 
E. Déterminez la concentration de votre ADN phagique.
1. À l'aide d'un spectrophotomètre (fluorimètre ou Nanodrop), suivez le protocole de votre enseignant pour quantifier l'ADN de votre phage.
2. Placez l’ADN à 4°C pour un entreposage à court terme (1 à 2 semaines) ou à -20°C pour un entreposage à long terme.


Conseils utiles :

· Assurez-vous d'avoir un titre de 5 x 109 ou plus avant d’effectuer ce protocole, sinon vous risquez de ne pas isoler suffisamment d'ADN.

· Si votre titre est inférieur à 5 x 109, vous pouvez augmenter la concentration en concentrant votre phage par centrifugation.

· Une centrifugation supérieure à 10 000 x g peut coincer la colonne dans le microtube, causer sa rupture et les coincer dans la microcentrifugeuse.

· Un rinçage insuffisant avec l'isopropanol laissera du guanidinium résiduel, ce qui affectera votre capacité à estimer la concentration d'ADN par spectrophotométrie.

· Le fait de ne pas retirer tout l'isopropanol peut causer des problèmes lors du chargement ultérieur des gels d'agarose.
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