prepIT-L2P

Protocole de laboratoire pour la purification manuelle d’ADN
a partir d’un échantillon complet
Pour la purification de FPADN génomique des kits de préléevements Oragene® et ORAcollect®.

Pour tout protocole et langue complémentaire, veuillez vous rendre sur notre site Internet www.dnagenotek.com.

Remarque : Ce protocole nécessite l'utilisation d’'une centrifugeuse capable de générer au moins 3 500 x g pour
un résultat optimal.

La procédure décrite sapplique a la purification de TADN de l'intégralité de Iéchantillon prélevé (environ 1 mL
du volume total de 4 mL). Les volumes indiqués doivent étre adaptés au volume réellement prélevé.

Réactifs compris

o prepIT®L2P (catalogue # : PT-L2P)

Equipement et réactifs

o Centrifugeuse adaptée aux tubes de 15 mL et capable de produire au moins 3 500 x g (voir tableau 2)
o Tubes coniques de 15 mL en polypropyleéne (p.ex. BD Falcon n° 352196)

« Microcentrifugeuse capable de tourner a 15 000 x g (optionel)

o Microtubes de 1,5 mL (p. ex. Axygen n° MCT-150-C)

o Incubateur a air ou a eau a 50°C

« Ethanol (95 % a 100 %) a température ambiante

« FEthanol (70 %) a température ambiante

o Tampon de stockage de TADN : TE (10 mm Tris-HCI, 1 mm EDTA, pH 8,0) ou solution similaire

Vérification avant purification

Pesez Iéchantillon pour estimer la quantité de salive fournie par le donneur (voir tableau 1; inutile pour
OC-100 et OCR-100). La quantité de salive prélevée est directement proportionnelle a la quantité ADN
récupérée. Par exemple, si un donneur a fourni moins de 2 mL de salive, la quantité totale extraite a partir
de cet échantillon sera moindre. Par conséquent, un volume de salive de plus de 2 mL doit permettre
dextraire une quantité totale supérieure.

Poids du kit (sans échantillon) Tableau 1
Une fois I'échantillon arrivé au laboratoire, nous Poids du kit
conseillons de le peser pour savoir si le donneur Produit n° sans salive
afournila quantl'Ee appropri¢e d-e. slall\,/e. Vous 0G-250/0GR-250 14.15g
observerez peut-étre une variabilité d'un donneur
al'autre, déterminée par le poids du kit contenant 0G-500/ OGD-500/0GR-500 6.81g
I'4chantillon de salive. Le poids moyen d'un kit vide
est fourni (tableau 1). Pour calculer la quantité de 0G-510/ OGD-510 839
salive prélevée (a supposer 1 g/mL), effectuez la 0G-520 541¢g
soustraction suivante:: 0G-575/ OGD-575/0GR-575 5669
(p0|d-s du kit contgr}ant la s.allve)’— (p,c)lds du kit sans ON-500 647 g
la salive) = (quantité de salive prélevée)
ce
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Procédure

Etapes de la purification

1. Mélangez I’échantillon dans le kit DNA Genotek
en inversant le tube et en l'agitant doucement
quelques secondes.

Remarques

« Le but est de s'assurer que les échantillons
visqueux sont bien mélangés.

2. Incuber I'échantillon a 50°C dans l'incubateur
a eau pendant au moins 1 heure ou dans un
incubateur a air pendant au moins 2 heures.

Remarque : L'utilisation d'un incubateur a air est
préférable car, dans un bain d'eau, les tubes peuvent
flotter. Si vous devez utiliser un bain d'eau, assurez-
vous que la partie du tube contenant I'échantillon
reste immergée dans l'eau.

« Cette étape de traitement a la chaleur est essentielle
pour maximiser la quantité d’ADN extraite et
garantir l'inactivation permanente des nucléases.

- Elle doit s'effectuer dans le tube de prélevement
d'origine.

« Léchantillon peut étre incubé a 50°C pendant
une nuit pour plus de commodité.

- Cette étape d'incubation peut s'effectuer
n'importe quand aprés le prélévement de
I'échantillon et avant la purification de I’ADN.

« Lincubateur a air demande plus de temps car
la température s'équilibre plus lentement que
dans un incubateur a eau.

3. Transférez l'intégralité de I'échantillon dans
un tube de centrifugeuse de 15 mL (figure 1).
Notez le volume de I"échantillon.

Figure 1: Avant de passer a I'étape 4, assurez-vous que
l'intégralité de I'échantillon a été incubée et transféré dans
un nouveau tube de centrifugeuse de 15 mL, tel qu'indiqué.

- Le transfert peut s'effectuer soit en versant soit
en utilisant une pipette en verre ou en plastique.

4. Ajoutez 1/25 de volume de PT-L2P et vortexez
pendant quelques secondes (figure 2).

Figure 2 : Aprés I'ajout de PT-L2P et I'incubation sur glace
pendant 10 minutes, Iéchantillon ne sera plus limpide mais
plutét trouble.

« p.ex. 160 uL pour 4 mL d’échantillon dans
chaque tube.

« Léchantillon deviendra trouble en raison de la
précipitation des impuretés et des inhibiteurs.

5. Incubez dans la glace pendant 10 minutes.

- Une incubation a température ambiante est
possible mais elle éliminera moins efficacement
les impuretés.
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Etapes de la purification

6. Centrifugez a température ambiante pendant
10 minutes a la vitesse maximale (3 500 x g
minimum). Toute centrifugeuse dotée d'un
rotor a godets mobiles ou angulaire capable
de générer cette force centrifuge convient.

Surnageant

Culot
d'impuretés
troubles

Figure 3 : Aprés la centrifugation, il y aura une accumulation
de matiéres troubles au fond du tube. Le surnageant devrait
étre clairement limpide.

Remarques

Une force centrifuge plus élevée minimise la
quantité de matiéeres troubles transportées

dans I'ADN purifié (figure 3).

Avant de commencer, vérifiez auprés du fabricant
que les tubes de centrifugeuse de 15 mL résistent
a la force centrifuge.

Vous pouvez prolonger la centrifugation

(jusqu’a 20 minutes) s'il est important de réduire
la turbidité de la solution finale d’ADN.

7. Transférez délicatement la majorité du surnageant

limpide a I'aide d'une pipette dans un nouveau
tube centrifugeuse de 15 mL. Jetez le culot.

Laissez une petite quantité de surnageant a
I'arriere pour préserver le culot. Le culot contient
des impuretés troubles.

8. Ajoutez 1,2 volume d'éthanol a 95-100 % a
température ambiante au surnageant limpide.

Mélangez doucement en inversant le tube 10 fois.

Figure 4 : Aprés ['ajout d'éthanol, 'ADN précipite, ce qui peut
se traduire par un amas de fibres visibles.

Mélangé a I'éthanol, 'ADN précipite. 'LADN
précipité peut apparaitre sous forme d’amas de
fibres (figure 4). Méme si aucun amas n'apparait,
vous récupérerez I'’ADN dans les étapes suivantes.

9. Laissez I'échantillon reposer a température
ambiante pendant 10 minutes pour que
I’'ADN précipite complétement.

Une incubation a -20°C n'est pas recommandée
car il se peut que les impuretés co-précipitent
avec I'ADN.

10. Centrifugez a température ambiante pendant
10 minutes a une vitesse maximale (3 500 x g
minimum).

Une vitesse minimale de centrifugation de
3500 x g (voir tableau 2) est nécessaire. Toute
centrifugeuse avec rotor a godets mobiles ou
rotor angulaire capable de générer cette force
centrifuge convient.
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Etapes de la purification Remarques

11. Retirer délicatement le surnageant avec une « Le surnageant peut contenir des impuretés et
pipette en verre ou en plastique et I'éliminer. doit étre éliminé au maximum.
Veillez a éviter de perturber le culot d’ADN. - L'ADN précipité apparait au fond du tube sous

T———— — forme de culot et peut former une trainée le

une trainée le long j surnageant en utilisant - long de la paroi du tube (figures 5).

U /11 Eg;@g;:::;;'i / . Latrainée d’ADN peut étre située sur le coté
trainée dADN. ) du tube opposé au centre de la centrifugeuse.

- Vous pouvez localiser la trainée par un test de

« grattage ». Vous pouvez en vérifier la présence
LADN peut aussi en grattant l'intérieur du tube a I'aide d'un embout
Pl P1000. Une trainée peut apparaitre (figure 5).

forme de culot au
fond du tube.

Figure 5 : A 'aide de la pointe d’une pipette, gratter délicatement
l'intérieur du tube peut révéler la présence d’une trainée dADN

12. Lavage a l'éthanol : « Il estimportant de retirer l'intégralité de
Ajoutez délicatement 1 mL d'éthanol a 70 % I'éthanol. La persistance d'éthanol risque
au tube tout en préservant la trainée ou le culot. de limiter la performance du test.
Laissez-le a température ambiante pendant « Veillez a ne pas toucher le culot d’ADN ou
1 minute. Agitez délicatement par rotations et la trainée.
retirez I'intégralité de I'éthanol tout en veillant | -+ Vous pouvez réaliser une centrifugation de
a préserver le culot ou la trainée. courte durée (moins d’1 minute) afin de faciliter

I’¢limination totale du surnageant.

« Sile culot se détache avec le lavage a I'éthanol,
centrifugez I'échantillon 5 minutes a la vitesse
maximale (3 500 x g minimum).

13. Réhydrater I'ADN en ajoutant 0,2-1,0 mL de - Sivous souhaitez une plus forte concentration
solution TE et en vortexant I'échantillon pendant d’ADN, vous pouvez réduire le volume de TE.
30 secondes. Il convient d’utiliser une solution TE de 200 pL

minimum.

« Un séchage excessif du culot (> 10 minutes) et
I'emploi de moins de 500 uL de solution TE peut
rendre la réhydratation (dissolution) de 'ADN
difficile et réduire le rendement ou compliquer
la quantification.

- L'ADN précipité apparait au fond du tube sous
forme de culot et peut former une trainée le long
de la paroi du tube.

« Pour garantir une récupération d’ADN maximale,
vous devez vortexer 'échantillon apreés avoir ajouté
le solvant d’ADN (solution TE). Le fait de vortexer
permet de s'assurer que 'ADN formant une trainée

Figure 6 : Vortexer léchantillon pendant 30 secondes permet sur le c6té du tube est bien récupéré (figure 6).

de récupérer la trainée d’ADN située sur la paroi du tube. « N’hésitez pas a vortexer I"échantillon car 'ADN

LADN conservera un poids moléculaire élevé. conservera un poids moléculaire élevé.

Pour OC-100 et OCR-100, réhydrater 'ADN en
ajoutant 0,2 mL de solution TE et en vortexant
I’échantillon pendant 30 secondes.
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Etapes de la purification

14. Assurer la réhydratation compléte de I'ADN (culot
et trainée sur la paroi du tube) en effectuant une
incubation a température ambiante pour la nuit,
puis vortexer ou a 50°C pour 1 heure et vortexer

Remarques

Lhydratation incompléte de 'ADN peut entrainer
un manque de précision dans l'estimation de la
concentration de 'ADN et I'échec éventuel des
applications en aval telles que la PCR.

occasionnellement.

15. Transférez I'’ADN réhydraté dans un tube de
microcentrifugeuse de 1,5 mL pour le stockage.

Remarque : le culot contient des matiéres insolubles
et troubles.

Etape optionnelle :
a) Centrifugez I'’ADN réhydraté a température
ambiante pendant 15 minutes a 15 000 x g.
b) Transférez le surnageant dans un nouveau
tube de microcentrifugeuse de 1,5 mL tout
en préservant le culot.

- Afin de maximiser I'extraction d’ADN, il faut
s'assurer que I'ADN a été entierement réhydraté
(étape 14) avant de réaliser cette étape de
centrifugation.

« Cette étape de centrifugation permet d'éliminer les
matieres troubles résiduelles de I'échantillon d’ADN.

+ Veillez a préserver le culot lors du transfert du
surnageant limpide dans un nouveau tube.

16. Possibilités de conservation de I'’ADN totalement | «
réhydraté :
a) recommandé dans TE, en aliquotes a —20°C
pour une conservation de longue durée ou
b) dansTE a 4°C pour une durée maximale de
2 mois.

La congélation de 'ADN purifié dans un tampon TE
peut provoquer la précipitation de 'ADN. Lors de
la décongélation de I'ADN purifié, portez une
attention particuliére a la réhydratation, comme
décrit a I'étape 14.

Quantification de ’ADN
Par fluorescence

Les analyses par marqueurs fluorescents sont plus précises que 'absorbance a 260 nm pour quantifier la
quantité PADN double brin (ADNdb) dans un échantillon ’ADN. Nous recommandons l'utilisation de
marqueurs fluorescents tels que PicoGreen® ou SYBR® Green I pour quantifier '”ADNdb car il y a moins
d’interférences par contamination a FARN. Un protocole peu onéreux utilisant SYBR Green I est décrit dans
PD-PR-075, DNA quantification using SYBR Green I Dye and a micro-plate reader! («Quantification FADN
a l'aide du marqueur SYBR Green I et d’'un lecteur de microplaques»). Vous pouvez aussi utiliser des kits

en vente tels que le Quant-iT™ PicoGreen dsDNA Assay Kit d’Invitrogen (cat. n® Q-33130). Quel que soit le
protocole choisi, nous recommandons de diluer TADN purifié au 1/50 avec la solution TE et d’utiliser 5 uL
pour lanalyse de quantification.

PD-PR-00218 (FR - French) Issue 1/2012-08

© 2012 DNA Genotek Inc,, une filiale d'OraSure Technologies, Inc, tous droits réservés. www.dnagenotek.com « support@dnagenotek.com



Par absorbance

Si vous choisissez de quantifier 'ADN par absorbance, nous vous recommandons de traiter d’abord léchantillon
purifié par RNase pour synthétiser TARN contaminant, puis déliminer les fragments ’ARN par précipitation de
ADN a Iéthanol. Vous trouverez un protocole détaillé dans PD-PR-040, RNA removal by double-RNase digestion?.
(«Elimination de TARN par synthétisation double RNase»). Veuillez noter que 'FADN d’un échantillon oral
contient généralement bien plus ARN que dans les échantillons sanguins. Assurez-vous que TADN précipité

a lalcool est totalement dissout avant de lire l'absorbance.

Facteur de conversion : Une absorbance de 1,0 a 260 nm correspond a une concentration de 50 ng/uL
(50 ug/mL) pour de TADNdD pur.

Vérifiez que les valeurs d’absorbance sont comprises dans la fourchette linéaire du spectrophotometre. Rediluez
et remesurez les échantillons dont les valeurs sont en dehors de cette fourchette. Reportez-vous a la notice de
votre appareil pour plus d’'informations.

Méthode :
1. Diluez une aliquote de 10 uL dADN purifié traité par RNase avec 90 uL de TE (dilution 1/10). Mélangez
doucement en agitant la pipette de haut en bas. Attendez que les bulles disparaissent.

2. Utilisez le TE dans la cellule (vide) de référence.

3. Mesurez 'absorbance a 320 nm, 280 nm et 260 nm.

4. Calculez les valeurs Ajgg et Ajgq corrigées en soustrayant I'absorbance a 320 nm (A3,() aux valeurs Ajgg et Ajgp.
5. Concentration ADN en ng/uL = valeur A,¢q corrigée x 10 (facteur de dilution) x 50 (facteur de conversion).
6. Ratio Ajgp/Ayg0 : divisez la valeur Ajg corrigée par la valeur A,g, corrigée.

Exemple

1. Imaginons les valeurs mesurées A3;g = 0,025, Aygg = 0,175 et Aygo = 0,295.

2. La concentration en ADN de Iéchantillon non dilué sera la suivante :
(Az60 — Aznp) X 10 [facteur de dilution] x 50 [facteur de conversion]
=(0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0,270 x 10 x 50
=135 ng/ul ou 135 pg/mL

3. Leratio des valeurs corrigées Ajgo/Ajgo sera le suivant :
(Az60 — A320) + (Azg0 — Az20)
= (0,296 - 0,025) + (0,175 - 0,025)
=0,270 + 0,150
=1,80
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Tableau 2 : Calcul de la force centrifuge a partir du rayon et de la vitesse du rotor

Afin de produire une force centrifuge minimale de 3 500 x g, il faut sélectionner une vitesse de rotation (t/min)
adaptée a la taille du rotor. Les valeurs surlignées en ci-dessous sont les combinaisons de vitesse de rotation et
de rayon du rotor permettant de produire la force centrifuge minimale nécessaire.

Par exemple, si la centrifugeuse a un rayon de rotor de 10 cm, il convient de sélectionner une vitesse de rotation
minimale de 6 000 t/min. Notez que 3 500 x g est le minimum nécessaire. Les échantillons doivent étre
centrifugés a la vitesse maximale de la centrifugeuse et a une force a laquelle les tubes peuvent résister.

Rayon du rotor (cm)

t/min 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
4,000 1,253 1,432 1,611 1,790 1,049 1,969 | 2,148 | 2,328 | 2,507 | 2,865 3,044 | 3,223
4,500 1,586 | 1,813 | 2,039 | 2,266 | 2493 | 2,719 | 2,946 | 3,172 | 3,399 | 3,626 @ 3,852 4,079
5,000 1,958 | 2,238 | 2,518 | 2,798 | 3,077 | 3,357 | 3,637 | 3917 | 4,19 | 4476 | 4,756 | 5,036
5,500 2,369 | 2,708 | 3,046 | 3,385 3,723 | 4,062 @ 4,400 | 4,739 | 5077 | 5416 | 5,754 | 6,036
6,000 2,820 | 3,223 | 3,626 | 4,028 | 4,431 4,834 | 5237 | 5640 | 6,043 | 6,445 | 6,848 | 7,251
6,500 3,309 | 3,782 | 4,255 | 4,728 | 5,201 5673 | 6,146 | 6,619 | 7,092 | 7,564 | 8,037 | 8510
7,000 3,838 | 4,386 | 4,935 5,483 | 6,031 6,580 | 7,128 | 7,676 | 8,225 8,773 | 9,321 9,870
7,500 4,406 | 5036 | 5665 | 6,294 | 6,924 | 7,553 | 8,183 | 8,812 | 9,442 | 10,071 | 10,700 | 11,330
8,000 5013 | 5,729 | 6,445 7,162 | 7,878 | 8594 | 9,310 | 10,026 | 10,742 | 11,459 | 12,175 | 12,891
8,500 5659 | 6,468 | 7,276 | 8,085 | 8893 | 9,702 | 10,510 | 11,319 | 12,127 | 12,936 | 13,744 | 14,553
9,000 6,345 | 7,251 8,158 | 9,064 | 9,970 | 10,877 | 11,783 | 12,689 | 13,596 | 14,502 | 15,409 | 16,315

Force centrifuge

Références

! DNA quantification using the Fluorescence/DNase (F/D) assay. Remplacé par DNA quantification using SYBR Green I dye
and a micro-plate reader. DNA Genotek. PD-PR-075.
2 RNA removal by double-RNase digestion. DNA Genotek. PD-PR-040.

Le service technique est disponible du lundi au vendredi de 9h00 a 17h00 EST :

Numéro sans frais Amérique du Nord : 1.866.813.6354, option 6
Pour tout autre pays, composez: 613.723.5757, option 6
Email : support@dnagenotek.com

Oragene®DNA et ORAcollect®DNA ne sont pas disponibles a la vente aux Etats-Unis.

Oragene®DISCOVER est destiné exclusivement a la recherche et non au diagnostic.

Certains produits DNA Genotek peuvent ne pas étre disponibles dans certaines régions.

®Oragene, preplT et ORAcollect sont des marques déposées de DNA Genotek Inc. Tous les autres noms et marques cités appartiennent a leurs propriétaires respectifs.
Tous les protocoles DNA Genotek, rapports et notes d'applications sont disponibles dans la rubrique “support”de notre site Internet www.dnagenotek.com.
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prepIT-L2P

Guide rapide de référence:
Protocole de laboratoire pour la purification manuelle d’ADN a partir d’un échantillon complet

1TmL 1.5mL 2.0 mL 25mL 3mL 3.5mL 4 mL
preplT-L2P 40 pL 60 pL 80 pL 100 pL 120 pL 140 pL 160 pL
95 % a 100% EtoH 1.2mL 1.8 mL 24 mL 3mL 3.6 mL 4.2 mL 4.8 mL
70 % EtoH < 1mL >
TE < 02mLalmL >

Etapes de purification

Mélangez I'échantillon dans le kit DNA Genotek en inversant le tube et en l'agitant doucement
quelques secondes.

Incuber I'échantillon a 50°C dans I'incubateur a eau pendant au moins 1 heure ou dans un incubateur
a air pendant au moins 2 heures.

Transférez I'intégralité de I'échantillon dans un tube de centrifugeuse de 15 mL. Notez le volume
de I'échantillon.

Ajoutez 1/25 de volume de PT-L2P et vortexez pendant quelques secondes .

Incubez dans la glace pendant 10 minutes.

Centrifugez a température ambiante pendant 10 minutes a la vitesse maximale (3 500 X g minimum).

Njo| vk

Transférez délicatement la majorité du surnageant limpide a I'aide d'une pipette dans un nouveau tube
centrifugeuse de 15 mL. Jetez le culot.

Ajoutez 1,2 volume d’éthanol a 95-100 % a température ambiante au surnageant limpide. Mélangez
doucement en inversant le tube 10 fois.

Laissez I'échantillon reposer a température ambiante pendant 10 minutes pour que I’ADN précipite
complétement.

10.

Centrifugez a température ambiante pendant 10 minutes a une vitesse maximale (3 500 x g minimum).

11.

Retirer délicatement le surnageant avec une pipette en verre ou en plastique et I'éliminer. Veillez a éviter
de perturber le culot d’ADN.

12.

Ajoutez délicatement 1 mL d'éthanol a 70 % au tube tout en préservant la trainée ou le culot. Laissez-le
a température ambiante pendant 1 minute. Agitez délicatement par rotations et retirez I'intégralité de
I'éthanol tout en veillant a préserver le culot ou la trainée.

13.

Réhydrater 'ADN en ajoutant 0,2-1,0 mL de solution TE et en vortexant I'échantillon pendant 30 secondes.

Pour OC-100 et OCR-100, réhydrater 'ADN en ajoutant 0,2 mL de solution TE.

14.

Incuber pour la nuit a température ambiante ou pour 1 heure a 50°C.

15.

Vortexer I'échantillon et transférer 'ADN rehydraté dans un nouveau microtube de 1.5 mL pour
entreposage.

16.

Optionel : Centrifuge I'’ADN a température ambiante pour 15 minutes a 15.000 X g et ensuite transférer
le surnageant dans un nouveau microtube de 1.5 mL tout en veillant a préserver le culot.

17.

Conservation : recommandée en aliquotes a -20°C pour une conservation a long terme ou a 4°C
pour une conservation jusqu’a 2 mois.
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