TP : MANIPULATIONS ELEMENTAIRES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE 

Etude du fonctionnement des enzymes de restriction

But :

Visualisation et compréhension du fonctionnement des enzymes de restriction,  outils de base  de la biologie moléculaire  utilisés  en biotechnologie. Ces dernières réalisent des coupures de l’ADN au niveau de séquences  qui leur sont spécifiques.

Principes :

Réalisation d’une extraction / purification d’ADN.

Choix de l’ADN : Plasmide bactérien ; c’est une petite molécule d’ADN circulaire présente dans le cytosol des bactéries. Le plasmide choisi ici est le « pCR 2.1 TOPO » commercialisé par la société Invitrogen, inséré dans une bactérie Escherichia coli cultivée en milieu liquide.

Digestion de cet ADN plasmidique par des enzymes de restriction Dde I et Bgl II, utilisées ensemble ou séparément.

Visualisation des résultats des différentes digestions par électrophorèse sur gel d’agarose de l’ADN : cette technique permet la séparation de fragments d’ADN par migration dans un champ électrique en fonction de leur taille. La détermination de celle-ci se fera par comparaison avec la migration de marqueurs de taille calibrés sur une piste voisine. Un témoin sans traitement enzymatique sera mis à migrer sur une dernière piste.

Etude théorique de l’action des enzymes de restriction sur le matériel génétique utilisé

Travail à réaliser :

	N°
	Matériel / documents
	Consignes
	Points clefs

	1
	Fiche technique : extraction et purification de l’ADN plasmidique de bactérie
Fiche technique : action des enzymes de restriction
Fiche technique : réalisation d’une électrophorèse d’ADN
Suspension bactérienne ayant incorporé le plasmide

Enzymes de restriction DdeI et Bgl II et leurs tampons respectifs

Matériel mentionné dans les protocoles
	Mettre en oeuvre les protocoles fournis

Garder une trace de l’électrophorèse (photo)
	Respect strict d’un protocole

Utilisation rationnelle du matériel

Respect des consignes de sécurité

	2
	Carte générale du plasmide utilisé
Localisation des sites de restriction
Résultat de l’électrophorèse des marqueurs de taille
Quelques caractéristiques des enzymes de restriction
Milieux de culture solide en boîte de pétri avec ou sans ampicilline

Suspension bactérienne mélange de bactéries avant ou après la mise en contact avec le plasmide
	Exploitation :

A l’aide des documents et/ou de manipulations complémentaires, justifier :

· le choix d’un plasmide comme séquence d’ADN utilisée

· la présence de l’ampicilline (antibiotique) dans le milieu  de culture de la bactérie 

· la lyse des cellules

· l’utilisation d’un tampon de restriction, et la contrainte qui en a découlé pour le choix des enzymes de restriction ; incubation à 37°C

· l’ajout d’un tampon de charge aux échantillons d’ADN

Interpréter les résultats obtenus, positionner les sites de coupure 

Discuter ces résultats en les comparant avec les prévisions théoriques
	Compréhension des différentes étapes et des détails d’un protocole

Utilisation de connaissances préalables

Conception de protocoles

Manipulation / traitement de résultats expérimentaux bruts

Mise en relation de données d’origines diverses


