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But : Le grand but de tous les expériences réalisées dans le laboratoire est de pouvoir générer une carte de restriction d’ADN plasmidique. Les expériences sont d’extraire de l’ADN de foie de veau, et analyser les effets du sel sur la structure de l’ADN de foie de veau obtenue d’une source commerciale. Ensuite, de comparer l’homogénéité et l’intégrité de l’ADN qui a été préparé d’ADN d’une source commerciale. Finalement, de s’initier aux techniques de digestion par endonucléase de restriction et d’électrophorèse d’ADN sur gel d’agarose. Quelques expertises nécessaires pour le laboratoire sont de préparer un gel d’agarose, de préparer des échantillons d’ADN et un mélange à un tampon de chargement, d’utiliser des micropipettes pour charger des échantillons d’ADN sur le gel, et finalement de prendre la photo du gel sous lumière UV. 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: But (3.5/5)	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Non parce que les premières expériences (avec l’ADN de foie de veau) sont totalement séparées de celle de la digestion du plasmide et ont un autre but. 

Résultats et discussion : 

R1. Afin de déterminer la pureté de la préparation d’ADN, on doit comparer les données d’absorption UV à 234nm, 260nm et 280nm. En calculant le rapport A260/A280, on peut déterminer s’il y a contamination en ARN. Le rapport A260/A280 normale, démontrant aucune contamination, est entre 1,8 et 1,9. N’importe valeur de plus élevée est due à une contamination en ARN. De plus, on peut aussi déterminer s’il y a contamination par les protéines en déterminant le rapport A234/A260. Un rapport A234/A260 supérieur à 0,5 indique une contamination protéique. 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: R1(13.5/13.5)

Pour déterminer la pureté de notre préparation, regardons nos valeurs d’absorbance :

À longueur d’onde de 234nm :  A234 = 0.350
À longueur d’onde de 260nm : A260 = 0.524
À longueur d’onde de 280nm : A280 = 0.283

Rapport A260/A280 = 0.524/0.283
Rapport A260/A280 = 1.852

Selon le résultat du rapport A260/A280, qui a une valeur entre 1.8 et 1.9, on peut conclure qu’il n’y a pas de contamination en ARN. 

Rapport A234/A260 = 0.350/0.524
Rapport A234/A260 = 0.668

Selon le résultat du rapport A234/A260, qui a une valeur supérieure à 0.5, on peut conclure qu’il y a une contamination protéique. 





R2. 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: R2(22.5/25.5)
Graphiques :
-0.5 pénalité longue légende fig4
Légendes 10/10
Valeurs 3/3
Tableau :
Légende 4.5/5
Calcul 5.5/7.5
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Figure 1. Courbe de fusion de l’ADN de veau (Conditions A : Contrôle). On démontre ici le changement d’absorption d’ADN de veau de provenance commerciale à 260nm (en bleu) ainsi que la 1ère dérivée dA/dT (en orange) en fonction de la température. Le système Cary100 Bio a été utilisé pour démontrer le changement graduel. 50 μL d’ADN de veau commerciale a été dilué dans 950 μL de tampon de citrate (15mM à pH 7,0). Le pic, ou le point le plus haut de la courbe orange indique la température de fusion exacte du changement de l’ADN double-brin à l’ADN simple-brin. Cette température (Tm) est de 84.02 (°C).
[image: ]
Figure 2. Courbe de fusion de l’ADN de veau (Conditions B : 0.03M NaClO4). On démontre ici le changement d’absorption d’ADN de veau de provenance commerciale à 260nm (en bleu) ainsi que la 1ère dérivée dA/dT (en orange) en fonction de la température. Le système Cary100 Bio a été utilisé pour démontrer le changement graduel. 50 μL d’ADN de veau commerciale a été dilué dans 950 μL de tampon de citrate (15mM) et NaClO4 (0,03M). Le pic, ou le point le plus haut de la courbe orange indique la température de fusion exacte du changement de l’ADN double-brin à l’ADN simple-brin. Cette température (Tm) est de 90.02 (°C).

Figure 3. Courbe de fusion de l’ADN de veau (Conditions C : 4.75M NaClO4). On démontre ici le changement d’absorption d’ADN de veau de provenance commerciale à 260nm (en bleu) ainsi que la 1ère dérivée dA/dT (en orange) en fonction de la température. Le système Cary100 Bio a été utilisé pour démontrer le changement graduel. 50 μL d’ADN de veau commerciale a été dilué dans 950 μL de tampon de citrate (15mM) et NaClO4 (4,75M). Le pic, ou le point le plus haut de la courbe orange indique la température de fusion exacte du changement de l’ADN double-brin à l’ADN simple-brin. Cette température (Tm) est de 74.22 (°C).


[image: ]
Figure 4. Courbe de fusion de l’ADN de veau (Conditions D : ADNg). On démontre ici le changement d’absorption d’ADN de veau de provenance commerciale à 260nm (en bleu) ainsi que la 1ère dérivée dA/dT (en orange) en fonction de la température. Le système Cary100 Bio a été utilisé pour démontrer le changement graduel. Cette fois-ci, l’échantillon d’ADN faite lors de l’expérience a été utilisé. 500mg de foie de veau a été homogénéisé dans 4mL de solution saline standard d’EDTA froide avec RNase (NaCl 0,15M dans EDTA – l’éthylène-diamine-tétra-acétate 0,1M à pH 8,9, 100μg/mL RNaseA). Ensuite, il y a eu un ajout de 375μL de solution SDS à 25% mélangé doucement par inversion. La réaction dans un bain-marie à 60 °C s’est fait pendant 10 minutes, et refroidit à température ambiante. 0,735mL de NaClO4 et 5mL de chloroforme ont ensuite été ajoutés. ). 70% de la phase supérieure a été prélevé par pipette après une centrifugation à 12000xg pendant 5 minutes, où 10mL d’éthanol à 95% ont été déposé au-dessus. Un mélange a permis un mélange homogène des deux phases. Ceci a été centrifugé à 3000g pendant 2 minutes, le surnageant décanté dans l’évier, et 2mL d’éthanol à 70% ont été ajouté au culot. Une centrifugation de 3000g a été faite encore une fois, et le plus d’alcool possible à été enlevé par une pipette P100. Le culot sèche s’est fait dissout dans 2mL d’un tampon de citrate 15mM à pH 7,0 dans un tube à centrifugeuse, et agité pendant 5 minutes. Une centrifugation finale à 13000rpm de 1mL de l’échantillon a été faite pendant 1 min.  Le pic, ou le point le plus haut de la courbe orange indique la température de fusion exacte du changement de l’ADN double-brin à l’ADN simple-brin. Cette température (Tm) est de 84.97 (°C). 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Les légendes doivent être approx 6-7 lignes. Et contenir seulement les infos nécessaires sans expliquer les détails expérimentaux.     







Tableau 1. Résultats de la fusion de l’ADN. Ce tableau démontre les résultats obtenus à partir des quatres figures auparavant de courbes de fusion d’ADN de veau. Les quatre échantillons sont sous les conditions A (contrôle), conditions B (0.03M NaClO4), conditions C (4.75M NaClO4) et conditions D (ADNg). En gros, la condition B démontre un ajout de faible concentration de sel, tandis que la condition C démontre un ajout de forte concentration de sel. Le Tm représente la température de fusion, ou du changement exacte de l’ADN double-brin à l’ADN simple-brin par effet hyperchrome. Il est déterminé en observant le pic de la 1ère dérivée (dA/dT) le plus haut sur le chaque figure. T représente la différence de température où l’ADN commence à se dénaturer (Ti) et arrête de se dénaturer (Tf). Ceci peut être observé d’après le point de flexion de la courbe d’absorbance. Le h représente l’hyperchromicité de l’ADN en pourcentage, dont celle-ci détermine la pureté de l’ADN. L’ADN est considéré non-contaminé si son h est supérieur à 40%. Ceci peut être calculé avec Ad et As, qui sont les absorbances à 260nm du double-brin et du simple-brin (l’absorbance la plus faible et élevée de la figure). Finalement, h/T compare la pureté avec la différence des températures de chaque échantillon. Il est une méthode plus efficace à déterminer la pureté. 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: ADN extrait au lab
	Échantillon
	Tm (°C)
	T (°C)
	h (%)
	h/T(°C-1)

	Contrôle
	84.02
	9,95
	35,32
	3,55

	0.03M NaClO4
	90.02
	10,00
	34,15
	3,42

	4,75M NaClO4
	74.22
	14,00
	32,07
	2,29

	ADNg
	94.97
	16,00
	12,02
	0,75



Exemple de calcul : 

La température de fusion (Tm) est représentée sur chaque Figure (1-4) par le pic le plus haut des courbes oranges, la 1ère dérivée (dA/dT) en fonction de la température. 

Conditions A : Contrôle : 84,02°C
Conditions B : 0.03M NaClO4 : 90,02°C
Conditions C : 4.75M NaClO4 : 74,22°C
Conditions D : ADNg : 94,97°C

Le Tm des conditions A à D respectivement sont 84,02°C, 90,02°C, 74,22°C et 94,97°C. 

Pour calculer T (°C): C’est la différence entre le point où la température de l’ADN débute à se dénaturer (Ti) et arrête de se dénaturer (Tf). C’est représenté par le point initial et final de flexion de la courbe d’absorbance (bleue). 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Doivent être démontrés sur les graphiques 

T (°C) = Tf-Ti

T (°C) échantillon contrôle = 89,02-79,07
T (°C) échantillon contrôle = 9,95 °C


T (°C) échantillon 0.03M NaClO4 = 93,27-83,27
T (°C) échantillon 0.03M NaClO4 = 10,00°C

T (°C) échantillon 4.75M NaClO4 = 81,47-67,47
T (°C) échantillon 4.75M NaClO4 = 14,00°C

T (°C) échantillon ADNg = 89,02-73,02
T (°C) échantillon ADNg = 16,00°C 

Le deltaT des conditions A à D respectivement sont 9,95°C, 10°C, 14°C et 16°C. 

Pour calculer h (%) : L’hyperchromicité de l’ADN, ou la détermination de pureté peut être calculé par Ad et As qui sont les absorbances du double-brin et du simple-brin à 260nm. 

h (%) = 100 (As ‐ Ad )/ Ad 

h (%) échantillon contrôle = 100(0,521-0,385)/0,385 
h (%) échantillon contrôle = 35,32%

h (%) échantillon 0.03M NaClO4 = 100(0,495-0,369)/0,369
h (%) échantillon 0.03M NaClO4 = 34,15%

h (%) échantillon 4.75M NaClO4 = 100(0,523-0,396)/0,396
h (%) échantillon 4.75M NaClO4 = 32,07%

h(%) échantillon ADNg = 100(0,727-0,649)/0,649
h(%) échantillon ADNg = 12,02%

L’hyperchromicité des conditions A à D respectivement sont 35,32%, 34,15%, 32,07% et 12,02%. 

Pour calculer h/T(°C-1) : Il faut simplement diviser les valeurs des calculs précédentes. 

h/T(°C-1)  = h/T

h/T(°C-1) échantillon contrôle = 35,32/9,95
h/T(°C-1) échantillon contrôle = 3,55°C-1

h/T(°C-1) échantillon 0.03M NaClO4 = 34,15/10
h/T(°C-1) échantillon 0.03M NaClO4 = 3,42°C-1

h/T(°C-1) échantillon 4.75M NaClO4 = 32,07/14
h/T(°C-1) échantillon 4.75M NaClO4 = 2,29°C-1

h/T(°C-1) échantillon ADNg = 12,02/16
h/T(°C-1) échantillon ADNg = 0,75°C-1

Le rapport h/T(°C-1) des conditions A à D respectivement sont 3,55°C-1, 3,42°C-1, 2,29°C-1 et 0,75°C-1. 

R3. La concentration en sel sur la structure de l’ADN a un effet sur son Tm et son hyperchromicité. Selon les données de Tm, l’échantillon de contrôle avait la valeur Tm moyenne entre l’ajout d’une faible quantité de sel et de haute quantité de sel. Dans ce cas, l’effet d’une faible concentration de sel a augmenté la température en fonction de la 1ère dérivée (dA/dT), tandis qu’une grande concentration a diminué la température en fonction de la 1ère dérivée (dA/dT). En autres mots, le pic le plus haut du graphique, ou la 1ère dérivée la plus élevée est coordonnée à une température plus élevée chez une faible quantité de sel, et une température plus faible chez une quantité élevée de sel. La température de fusion plus élevée de l’ADN lors d’un ajout à faible quantité de sel peut être expliqué par le fait que les cations font écran aux charges négatives du phosphate de l’ADN et diminuent les forces de répulsion entre les deux brins complémentaires qui déstabilisent l’ADN double brin. De l’autre côté, les hautes concentrations de sel peuvent briser les liaisons hydrogènes de la structure d’ADN, le résultant ainsi à se déstabiliser facilement, et permettre une plus faible température de fusion.  L’hyperchromicité est aussi affecté par les concentrations de sel. Selon les données, le pourcentage d’hyperchromicité diminue très faiblement lorsqu’on ajoute une faible concentration de sel, et diminue encore plus lorsqu’on ajoute une plus forte concentration de sel. On pourrait conclure, par contre, que l’ajout de sel n’a pas d’effet significative sur la pureté de l’ADN. 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: R3(10/14)	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: N’est pas affectée 

R4. Lorsque les valeurs d’hyperchromaticité sont inférieurs à 40%, ceci indique que l’ADN est relativement impur. Selon nos résultats, notre ADN extrait avait un pourcentage h de 12,02%. Ceci démontre que l’ADN extrait était sujet à beaucoup de contamination. Ceux-ci pourraient venir des séparations de phases, de contamination du EtOH, ou d’autres petites erreurs lors de l’expérience. Cependant, le Tm de l’ADN extrait semble relativement correct. Le Tm de la plupart des ADN se situe entre 80°C et 100°C, d’où l’ADN extrait avait un Tm de 94,97°C. Cela veut bien dire que l’ADN extrait a maintenu son intégrité comme l’ADN commerciale. 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: R4(7/8)	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Tu dois comparer avec l’ADN commercial 











R5. 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: R5(14.5/18)
Figure:
Légende 4/5
Format 1/3
Graphique:
Légende 4/4
Format 1/1
Calcul 4.5/5
[image: ]	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Tu as aussi besoin de mettre les distances de migration (cm)
[bookmark: OLE_LINK1]Figure 5. Électrophorèse sur gel d’agarose d’un plasmide inconnu. Le plasmide inconnu (100ng/μL) a été digéré par une combinaison de EcoRI (10U/μL) et HindIII (10U/μL). 4 échantillons ont été préparés en total, chacun ayant un volume total de 20μL.  Chaque échantillon contenait un volume distinct de H2O, un tampon 10X et le plasmide inconnu. Les échantillons 1 et 3 contenaient un volume distinct de EcoRI (10 U/μL) et les échantillons 2 et 3 contenaient un volume distinct de HindIII (10U/μL). L’échantillon 4 de contrôle ne contenait aucun des deux enzymes de restriction. Chaque échantillon a été incubé dans un bain d’eau à 37°C pendant 1 heure. Ensuite, 2,2 μL de tampon de chargement d’électrophorèse d’ADN 10X a été ajouté à chaque échantillon et bien mélangé. Le gel a été préparé pour chaque groupe avant le laboratoire pour sauver du temps. 10 μL d’étalons MassRuler Express Forward DNA ladder marker et 15 μL de chaque échantillon a été chargé dans les puits du gel. Le puits 1 contient le EcoRI, le puits 2 contient le HindIII, le puits 3 contient un mélange de EcoRI et HindIII, et le puits 4 contient la solution contrôle avec le plasmide non-digéré. Le puits 5 démontre les marqueurs de poids moléculaires, qui sont utilisés pour estimer la longueur des fragments d’ADN (pb).  	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Quel numéro? 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: %, SyBr Safe..






Figure 6. LogMM (pb) des étalons MassRuler Express Forward DNA ladder en fonction de la distance de migration (cm). Le gel d’agarose a été préparé auparavant pour sauver du temps. Après le dépôt des étalons de marqueurs de masse moléculaire sur le gel, la photo a été prise et enregistré à l’aide de UV Gel Doc System. La distance de migration de chaque étalon a été déterminé en mesurant avec une règle par rapport au fond du gel vers le haut. La pente de la figure, déterminée par l’équation donnée, permet de calculer la MM de chacun de nos échantillons de fragments d’ADN. L’équation linéaire pour la droite est y = 0,2262x + 1,9338. Le point qui devrait correspondre à la distance de migration de 1cm a été soustrait pour avoir une meilleure régression linéaire. 

Exemples de calcul : 

MM (pb) = Log(y) = 0.2262x + 1.9338

Pour le puits 1 (Plasmide inconnu digéré en EcoRI) : 

Distance de migration de EcoRI #1 = x = 5,4cm 
Distance de migration de EcoRI #2 = x = 7,5cm 

MM (pb) #1 = Log(y) = 0,2262(5,4) + 1,9338
	            Log(y) = 3,15528
	                   y = 10^3,15528
		      y = 1429,82 pb

MM (pb) #2 = Log(y) = 0,2262(7,5) + 1,9338
	                    y = 4268,74 pb



Pour le puits 2 (plasmide inconnu digéré en HindIII) : 

Distance de migration de HindIII #1 = x = 7,9cm

MM (pb) #1 = Log(y) = 0,2262(7,9) + 1,9338
		      y = 5257,51 pb

Pour le puits 3 (plasmide inconnu digéré en EcoRI et HindIII) : 

Distance de migration de mélange #1 = x = 4,9cm
Distance de migration de mélange #2 = x = 5,5cm
Distance de migration de mélange #3 = x = 7,2cm

MM (pb) #1 = Log(y) = 0,2262(4,9) + 1,9338
		      y = 1102,00 pb

MM (pb) #2 = Log(y) = 0,2262(5,5) + 1,9338
		      y = 1506,26 pb	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Doit être plus petite si tu compares avec le marqueur 

MM (pb) #3 = Log(y) = 0,2262(7,1) + 1,9338
		      y = 3465,93 pb

Les MM (pb) estimés pour les fragments d’ADN dans EcoRI sont 1429,92 et 4268,74pb. Les MM (pb) estimés pour le fragment d’ADN dans HindIII est 5257,51pb. Les MM (pb) estimés pour les fragments d’ADN dans le mélange EcoRI et HindIII sont 1102,00 , 1506,26 et 3465,93 pb. 
	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Tu dois estimer toutes les distances de migration des bandes sur le gel (alors le contrôle aussi)
R6. 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: R6(5/7)
[image: ]	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Les valeurs ne sont pas correctes. Elles doivent être comme les MM que tu as calculé pour le puit 3
Figure 7. Carte de restriction du plasmide inconnu. La position des sites de reconnaissance de l’enzyme EcoRI (10U/ μL) est indiqué en rouge, tandis que le site de reconnaissance de l’enzyme HindIII (10U/ μL ) est indiqué en bleue. Le total moyenne de MM (pb) estimé pour les fragments d’ADN des trois échantillons digérés est environ 5677 pb. Pour déterminer où placer les différentes coupes, il fallait observer les valeurs estimés de pb de chaque fragment des échantillons digérés, et les comparer. La carte est divisé en trois longueurs. La longueur 3867 a été déterminée en comparant les fragments du puits 1 et 3, de longueurs 4268,74 et 3465,93 respectivement, et trouver la moyenne de ces valeurs puisqu’ils étaient assez proches. Cette moyenne est de 3867 pb. La même chose a été faite pour la longueur 1468 pb, où la moyenne de 1429,82 et 1506,26 a été prise des puits 1 et 3 respectivement. Finalement, la longueur 342 provient de la partie restante du total moyenne de MM, qui était peut-être difficile à observer. 

R7. On pourrait conclure qu’il y a eu une mauvaise digestion dans les puits car il n’y a aucun puit qui est exactement équivalent en valeurs pb que d’autres. Il est probable que la mauvaise digestion s’est aussi passé dans le puits de contrôle car on peut observer certains résidus et non une bande distincte et clair. Si on parle que la clarté de chaque bande, on pourrait conclure que les puits 1 à 3 ont étés biens digérés car chaque bande est clair et distinguable des autres.  	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: R7(0/6)



Rédaction (3/3)	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: La digestion était complète 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Ce n’est pas des résidus. On a deux bandes dans le contrôle parce que on a les deux formes de plasmide : super enroulé et relâché 	Comment by Nathaline Haidar Ahmad: Mais tu as dis mauvaise digestion.. laquelle est la réponse? 
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