La PCR - I'outil qui a bouleversé la biologie moléculaire.

PCR signifie «polymerase chain reaction»
1° - Histoire de la PCR

Document 1 : L’histoire de la PCR
En 1969 Thomas Brock rapporte qu’il a isolé une bactérie Thermus aquaticus ou Thermophilus aquaticus, une bactérie
thermophile trouvée dans une source du parc national de Yellowstone. Cette bactérie vit dans des eaux chaudes de 50° a 80°C.

Les sources hydrothermales sous-marines, les "fumeurs noirs", découvertes en 1977 sur les dorsales océaniques ont
également permis des avancées en biologie moléculaire. Autour de ces fumeurs noirs se développent dans le noir total des
écosystémes sous-marins parfois a 2 000 m de profondeur.

Dans ces eaux profondes non éclairées, ce sont des bactéries thermophiles qui sont autotrophes, c’est a dire transforment la
matiere minérale en matiére organique. Elles proliférent dans les eaux chaudes du « fumeur noir ». D’autres organismes s’en
nourrissent et un réseau trophique (alimentaire) s’organise avec des vers filtreurs, crevettes, crabes, poissons...

e Visionnez le film « fumeur noirs ». Observez bien les valeurs données par les capteurs du sous-marin.

e Quel probleme posent ces observations lorsqu’on les met en relation avec les mesures réalisées?

La premiere publication publique sur la PCR par Kary Mullis a eu lieu en 1986 (prix Nobel de chimie en 1993).
La premiere PCR réalisée avec une ADN polymérase thermostable, provenant de Thermus aquaticus, par Saiki RK a eu lieu en
1988.

2° - La technique de la PCR Double hélice

Document 2 : les étapes de la PCR
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e Laseconde étape consiste a apparier, de part et d’autre de la zone a
amplifier, des amorces (= primers) qui sont de petites séquences
d’ADN simple brin synthétique. Cette opération est simplement réalisée en abaissant suffisamment la température
pour que cet appariement puisse étre stable.

e Latroisieme et derniere étape consiste a se placer a la température optimale pour la synthese d’ADN par ’ADN
polymérase (typiquement 72°C) pendant le temps nécessaire pour que cette derniere ait le temps de synthétiser la
longueur d’ADN souhaitée.

Il faut fournir dans le milieu de réaction a 72°C, I’ADN matriciel, H,0, MgCl,, de la Taq
polymérase et les quatre désoxyribonucléosides triphosphates (ANTP) en excés dans une
solution tampon.

Un cycle de terminaison est réalisé lorsque les fragments a dupliquer sont de grande taille (>
1 kpb)

Ces étapes sont répétées au cours de cycles dont le nombre est fixé par I'expérimentateur.
Un appareil appelé thermocycleur se charge de faire varier automatiquement la température -

du milieu ce qui permet une action automatisée de la Taq polymérase. \
Document 3 : Exemple de paramétrage d’un thermocycleur Un thermocycleur
Etape Action Température Temps

Initiation Dénaturation 98°C 5 minutes
Dénaturation 98°C 5 secondes

Cycle de base x 40 Hybridation 72°C 25 secondes
Polymérisation 72°C 25 secondes

Terminaison 72°C 1 minute

o Utilisez I'animation PCR 2 pour visualiser les différentes étapes de la réalisation de la PCR

¢ Indiquez comment est réalisé I’encadrement de la séquence a amplifier

e Quelle molécule amplifie la séquence d’ADN ?

e Quelle quantité de segments d’ADN d’intérét (ou Amplicon) peut-on produire par le technique de la PCR en une
heure si on utilise la configuration du thermocycleur ci-dessus.



3° - Réalisation d’une PCR
Document 4 : Les chromosomes X et Y

Les chromosomes X et Y sont les chromosomes sexuels.
Chez les mammiferes et chez ’'THomme en particulier, ils ne sont pas homologues sur leur plus grande partie. Ainsi, pour les
genes situés sur ces parties sans homologues sur X ou sans homologue sur Y, le sujet ne possede qu’un allele de ces genes.
Il existe cependant sur X et Y certaines (petites) parties homologues, c’est a dire pour lesquelles les génes de I'espece

possedent deux alléles possibles.

Document 5 : Le géne de I’'amélogénine

Ce géne code pour une protéine présente dans la composition de I'émail

des dents.

La protéine amélogénine exprimée a partir du géne est le composant
majeur du développement de I'émail des mammiferes, dans lequel elle
représente environ 90% de la teneur en protéines. Cette protéine joue
donc un réle essentiel dans le développement de I'émail.

Le gene AMEL présente chez I’humain deux alléles localisés

respectivement sur les chromosomes X et Y.

e Comparer les séquences AMEL-X et AMEL-Y (AMEL-X.edi et

AMEL-Y.edi)
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On a pu déterminer les séquences d’ARNm permettant d’exprimer 'amélogénine a partir de I'allele AMEL-X et de I'Allele

AMEL-Y.

e Utiliser le logiciel DOTPLOTTER (MCNL, SVT, Biologie, Biologie moléculaire) et coller dans les fenétres adéquates
o les fichiers fournissant le brin d’ADN codant DNA-AMEL-X.txt, DNA-AMEL-Y.txt, pour AMEL-X et AMEL-Y
o les fichiers RNAM-AMELX.txt, RNAM-AMEL-Y.txt fournissant I’ARNm permettant la synthése de la protéine

amélogénine.

¢ Indiquez le nombre d’exons et schématisez leur position dans les alleles AMEL-X et AMEL-Y.

On souhaite réaliser I'amplification d’'une séquence de AMEL-X et AMEL-Y en utilisant des amorces 1 et 2 encadrant un

fragment du gene.
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e Réalisez une PCR pour amplifier vos séquences d’alleles a I’origine de ’amélogénine (1 éléve par bindme ou

trindme)

e Réalisez ensuite une électrophorese sur gel des séquences amplifiées
e A partir des résultats obtenus par I'’ensemble du groupe dégagez I'intérét de cette technique pour la police

scientifique ou en archéologie.




