LE SUPPORT DE L’INFORMATION

1 - NATURE DU MATERIEL GENETIQUE

L’analyse génétique évoquée dans le chapitre
précédent (Notion de gene etTransmission de I’In-
formation Génétique) a permis d’aller tres loin
dans I’étude du mode de transmission des carac-
teres, dans certains cas d’interactions entre les
genes, leur mode d’expression peut parfois &tre
appréhendé grace au raisonnement mendélien.
Malgré cela, I’analyse, pourtant relativement
simple, du dihybridisme (avec dominance) qui se
traduit, en F2, par quatre phénotypes dans des
proportions 9-1-3-3 alors qu’il existe neuf géno-
types possibles, laisse présager que le petit pois et
la drosophile sont des organismes (diploides) bien
trop compliqués pour saisir les mécanismes fon-
damentaux de la recombinaison et de I’expres-
sion des genes.

Les génomes haploides tels que ceux des bactéries
et des virus vont révolutionner la notion de gene.

Des séries de travaux s’étalant de 1928 a 1952
vont permettre d’associer définitivement 1’ADN
a la notion d’information génétique. Ces travaux
sont exposés ci dessous car ils présentent, comme
ceux de Mendel, beaucoup plus qu’un intérét his-
torique : ils sont des modeles d’analyse faisant
appel, pour la premiere fois, a des méthodes de la
biologie moléculaire.

1.1 TRAVAUX DE GRIFFITH

Le point de départ est une bactérie pathogene,
un pneumocoque, agent de la pneumonie chez
I’homme (et, au laboratoire, 1étal pour la souris).
Cet exemple rappelle que ce sont les pathologistes
qui ont amené les généticiens a étudier les proca-
ryotes et les virus.

La virulence de bactéries représente déja un carac-
tere phénotypique, un autre est apporté par 1’as-
pect des colonies qui se développent a la surface
d’un milieu nutritif gélosé lorsque 1’on a ense-
mencé une boite de Pétri : un mucopolysaccharide
secrété par les bactéries donne un aspect huileux
aux colonies, ce phénotype est baptisé S (comme
smooth = lisse).

Lors de repiquages et d’étalement successifs, on
voit parfois apparaitre des colonies présentant un
phénotype différent : «rugueux» par opposition a
lisse désigné par R (comme rough).

Inoculées a une souris, les bactéries de type R
s’averent non virulentes. Les deux phénotypes :
aspect des colonies et virulence sont liés.

* Remarque : L’ apparition, rare et spontanée, de
variants dans une population bactérienne est le
résultat d’'une mutation. A ’origine, une seule
bactérie est modifiée mais cette modification étant
héréditaire, la colonie que I’on observe représente
en fait la descendance de la bactérie mutée.

* Remarque : Selon des mécanismes qui seront
détaillés plus tard, ’accident mutationnel peut,
dans certains cas, se produire «dans I’autre sens»
: dans une population R peut spontanément réap-
paraitre un individu S, cette modification est, elle
aussi héréditaire puisque ce que [’on observe c’est
une colonie S c’est a dire une descendance. Une
des caractéristiques de ce phénomeéne de réver-
sion est qu’il se produit avec la méme fréquence
que la mutation : c’est un événement trés rare.
Cette notion de réversion, simplement effleurée
ici, s’avérera tres importante.

Vers 1928, Griffith réalise une expérience fonda-
mentale. Dans une premiere étape, il inocule a
une souris, des bactéries S (de phénotype virulent)
tuées par la chaleur, les souris ne présentent aucun
trouble.

deuxieme étape : il inocule des bactéries S tuées
par la chaleur apres les avoir mélangées a des bac-
téries R (phénotype non virulent), des souris meu-
rent de pneumonie. Le prélevement de bactéries
a partir de souris mortes et leur mise en culture
révele un phénotype S (et virulent) pour toute la
descendance.
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DANS PLUSIEURS CAS, L'INJECTION DU MELANGE
PROVOQUE LA MORT ET L'AUTOPSIE REVELE LA
PRESENCE DE BACTERIES S

Interprétation : les bactéries vivantes au départ
sont de type R, non virulent. Griffith, suppose
qu’elles ont été «transformées» par un élément
provenant des bactéries tuées par la chaleur. La
fréquence de la transformation et des arguments
d’ordre immunologique excluent un phénomene
de réversion.

A I’époque, Griffith ne peut que conclure a I’exis-
tence d’un facteur transformant or il s’agit bien
d’une transformation génétique au sens actuel du
terme.

En 1944, Avery, Mc Leod, Mc Carthy reprennent
ces travaux avec des tests un peu plus sophistiqués
qui préfigurent la génétique microbienne moderne
: ils mélangent, dans un tube, des bactéries S tuées
par la chaleur et des bactéries R. Apres un temps
de culture suffisamment long, un anticorps anti R
est ajouté, (plusieurs souches de ces bactéries ont
été répertoriées qui different par leurs propriétés
antigéniques), les bactéries R sont agglutinées et
sédimentent au fond du tube, le surnageant est
ensuite étalé sur un milieu nutritif et I’on s’ape-
rcoit que des colonies de phénotype S se déve-
loppent. Cette manipulation in vitro va servir a
I’identification du principe transformant en ajou-
tant a des bactéries R, non plus des S tuées par
la chaleur mais des extraits relativement purifiés
de celles-ci. Les auteurs de ce travail se tournent

d’abord vers les polysaccharides de la paroi, sans
aucun résultat puis vers les protéines sans plus de
succes, ils n’obtiennent quelques cas de transfor-
mation qu’avec des préparations d’acides nucléi-
ques. Des traitements enzymatiques montrent que
la ribonucléase n’affecte pas le «pouvoir trans-
formant» des préparations alors que la désoxyri-
bonucléase 1’abolit. C’est donc I’ADN qui est en
cause.

pneumocoques de souche S
broyat et purification des

polysaccharides protéines acides nucléiques

l ajout a des iactéries R l

incubation
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transformation par

les acides nucléiques
Une bactérie peut donc acquérir de nouveaux carac-
teres phénotypiques, de nouvelles fonctions méta-
boliques (sécrétion de polysaccharides, virulence)
par I'intermédiaire d’ADN provenant d’une autre.

L’importance extraordinaire de ces travaux n’a

pas été reconnue pendant longtemps pour plu-

sieurs raisons :
- la structure chimique de I’ADN bien que
déterminée d’une fagon tres incomplete, sem-
blait trop simple pour pouvoir contenir une
information aussi complexe que 1’information
génétique. Les protéines semblaient de bien
meilleures candidates comme support de cette
information.
- la génétique microbienne était a ses débuts
et I’on n’était pas certain que le passage d’un
type S a un type R soit le fait de mutations, ni
que I’hérédité des organismes supérieurs soit
comparable a celle des bactéries.



1.2 TRAVAUX DE HERSHEY ET CHASE :

C’est cependant I’étude d’un bactériophage (virus
utilisant le métabolisme des bactéries), mais beau-
coup plus tard, qui a convaincu le monde scien-
tifique des rapports entre la molécule d’ADN et
I’information.

En 1952, Hershey et Chase étudient la reproduc-
tion du bactériophage T2 dans la bactérie Esche-
richia coli (qui deviendra le monstre sacré de la
génétique moderne).

La figure ci-contre rappelle le mode de reproduc-
tion tres particulier des bactériophages (plus sim-
plement : phages).

Hershey et Chase vont utiliser une technique qui
va désormais se développer rapidement : 1’uti-
lisation d’isotopes radioactifs comme traceurs,
comme marqueurs, permettant de suivre la des-
tinée de macromolécules. Dans un premier temps,
ils cultivent les bactéries (E. coli) sur un milieu
contenant du phosphore 32 (32P) et du soufre 35
(35S). Apres un certain temps de culture, les élé-
ments constitutifs des bactéries contiennent ces
marqueurs.

On infecte alors la culture avec une suspension
de phages T2, ceux-ci vont réaliser un cycle lyti-
que en utilisant les molécules radioactives de
leurs cellules hotes. La descendance phagique est
recueillie et sert a infecter des bactéries «norma-
les» (non radioactives).

On sait que, dans la premiere étape de 1’infection,
les phages s’adsorbent sur la bactérie et injectent a
P’intérieur une molécule informative. Apres cette
étape d’adsorption, les auteurs agitent violem-
ment la suspension pour décrocher ce qui reste a
I’extérieur des bactéries, apres centrifugation, on
obtient un culot bactérien contenant 1’information
phagique et un surnageant contenant la capside.
Or, le culot contient le 32P et le surnageant le
358; c’est la démonstration éclatante que 1’infor-
mation génétique du bactériophage, qui pénetre a
Pintérieur de la bactérie est de I’ADN et que la
capside protéique ne sert que d’emballage.

?_ particule phagique

adsorption sur la paroi bactérienne
et injection du matériel génétique

synthése et assemblage des
constituants phagiques

préparation des bactéries :
culture avec des sels radioactifs pendant plusieurs générations
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LE SUPPORT DE L’INFORMATION
2-1’ADN

Watson et Crick, en 1953, ont immédiatement
compris la portée des travaux de Hershey et Chase
et leur proposition d’un modele moléculaire en
double hélice maintenue par des liaisons hydro-
gene entre des bases précises a marqué une autre
étape sensationnelle et décisive de la génétique
moderne. Les éléments de cette découverte sont
intéressants a rappeler car ils fournissent un bel
exemple de ce que permet I’intégration d’observa-
tions résultant de disciplines différentes. Watson
et Crick ont progressivement élaboré leur modele
moléculaire a partir d’images, souvent difficiles
a interpréter, de diffraction des rayons X par
la molécule d’ADN laissant supposer une cer-
taine régularité et une certaine répétition dans
cette molécule tres longue. Ils ont également tenu
compte des observations d’Erwin Chargaff por-
tant sur la composition en bases d’ADN prove-
nant de différentes sources. A I’époque, il n’était
pas question d’obtenir la séquence de ce poly-
mere, mais il était possible, apres hydrolyse com-
plete (c’est a dire rupture de toutes les liaisons
covalentes unissant les monomeres entre eux), de
séparer ceux-ci par chromatographie sur papier.
On sépare ainsi quatre constituants («A»,«T»,«G»
et «C») que I’on peut doser afin d’évaluer leurs
proportions respectives.

Le tableau suivant, présente des caractéristiques
que Chargaff a su interpréter : les purines et les
pyrimidines sont également représentées (50% de
chaque), quelle que soit la source de I’ADN, la
proportion d’adénine est la méme que celle de
thymine et la proportion de guanine est la méme
que celle de cytosine, par contre, le rapport A +
T / G + C semble caractéristique de la source
d’ADN.

Organisme pourcentage de rapport
A T G C A+T/G+C
E. coli 26,0 239 249 252 1,00
D.pneumoniae 29,8 31,6 20,5 18,0 1,59
Levure 31,3 329 18,7 17,1 1,79
Rat 28,6 284 214 215 1,33

Homme 30,3 30,3 199 198 1,52

2.1 STRUCTURE DES ACIDES NUCLEIQUES

Les acides nucléiques sont des polymeres de
nucléotides de tres grande taille (macromolécu-
les).

Dans ce rappel tres rapide on ne fera que souligner
ce que les particularités structurales entrainent
comme conséquences pratiques. Ainsi la compo-
sition détaillée des différents nucléotides est sup-
posée connue mais il est bon de garder a I’esprit
que leur enchainement conduit effectivement a
des molécules de tres grandes tailles.

Celles d’ADN se mesurent en centimetres pour la
longueur avec un diametre pour la double hélice
de 20 Angstrom. Conséquence pratique : étant
donné les moyens mécaniques mis en jeu dans
les différentes étapes de purification de I’ADN, il
est impossible d’obtenir des molécules intactes,
on ne travaille qu’avec des morceaux. De plus,
les cassures étant aléatoires, on travaille avec un
mélange hétérogene de morceaux, c’est ce qui,
pendant longtemps a bloqué la progression de
I’analyse fine du gene.

2.1.1 LES MONOMERES ET LEUR
ENCHAINEMENT

Le nucléotide est lui méme composé de trois
molécules :

1 - un pentose sous forme cyclique (furane): le
ribose en ce qui concerne 1’acide ribonucléique
(ARN) et le 2’désoxyribose pour ’acide désoxy-
ribonucléique (ADN)




2 - une base organique est reliée au sucre en 1 :
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soit une base purique adénine (A) ou guanine (G)
soit une base pyrimidique : cytosine (C), thymine
(T) ou uracile (U).

L’ensemble constitue un nucléoside

3 - un acide phosphorique vient estérifier une
fonction alcool du sucre en 3’ pour constituer le
nucléotide.
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0 nucléoside

nucléotide 3 désoxyribose

Nucléoside monophosphate

Les nucléotides précurseurs de la synthese d’aci-
des nucléiques sont sous forme triphosphate, deux
phosphoryls (8 et y) seront éliminés au cours de la
polymérisation.

La polymérisation s’effectue par 1’estérification
d’un alcool situé en 3’ d’un nucléotide par le phos-
phate d’un autre nucléotide (la liaison covalente
ainsi établie est dite liaison 3’-5° phosphodiester).

* Remarques pratiques :

1) En raison de leurs doubles liaisons conjuguées,
les bases absorbent fortement la lumiere ultravio-
lette. 1l est donc trés facile de doser les acides
nucléiques en solution en mesurant la densité
optique a 260 nm (maximum d’absorption).

2) En raison des groupes phosphoryls, les acides
nucléiques sont chargés négativement, ils se com-
portent comme des polyanions et migrent vers
I’anode lors d’une électrophoreése.
L’électrophorése est actuellement [’outil de base
de la génétique moléculaire car elle permet de
séparer des fragments d’acides nucléiques en
fonction de leur taille.
* Remarque importante : les molécules se dépla-
cent dans un champ électrique uniquement parce
qu’elles sont chargées mais la migration néces-
site un support pour ces molécules. Sur le plan
électrique, ce support (un gel poreux) n’intervient
pas, par contre, sa porosité va déterminer, a char-
ges égales, la vitesse de migration : des grosses
molécules seront beaucoup plus freinées par le
gel poreux que des petites. Cette propriété, méme
si I’explication reste intuitive, a un champ d’ap-
plication considérable : la distance de migration
est inversement proportionnelle au logarithme de
la masse, ainsi, on va pouvoir, a ’aide de frag-
ments de taille connue (échelle), «calibrer» les
supports d’électrophorése et déterminer, avec une
précision qui dépend de la nature du gel utilisé,
la taille des fragments d’ADN contenus dans un
mélange.

Seules les bases distinguent les différents nucléo-
tides.

Les deux acides nucléiques sont des polymeres a
quatre monomeres possibles symbolisés par A T
G C pour ’ADN et AU G et C pour I’ARN.

Ces polymeres ne sont pas ordonnés (de type
ABCD ABCD ABCD ABCD...) mais séquencés
ceci se traduit par une succession de nucléotides
qui nous semble aléatoire. Cependant la séquence
des monomeres de tout acide nucléique est capitale
pour la transmission et I’expression du matériel
génétique. La séquence des nucléotides dans le
polymere impose ce que 1’on appelle la structure
primaire des polynucléotides.

Souvent, les molécules sont linéaires et possedent
donc une extrémité 5 phosphorylée et une extré-
mité 3’hydroxylée d’ou la représentation simpli-
fiée suivante :



2.1.2 STRUCTURES SECONDAIRES

La structure secondaire des acides nucléiques
est imposée par 1’appariement des bases c’est-a-
dire la formation de liaisons hydrogene entre deux
bases organiques.
L”ADN est constitué de deux chafnes polynucléo-
tidiques ainsi appariées. Etant donné que, pour
des raisons d’encombrement stérique, deux paires
de bases seulement sont stables A..T et G..C , la
séquence d’un brin de cette molécule bicaténaire
implique celle de 1’autre.

Cette notion de complémentarité est fondamen-
tale pour tout ce qui concerne le métabolisme de
I’ADN in vivo et in vitro.

De plus (voir ci-contre), les deux bases d’une paire
ne sont suffisamment proches 1’une de 1’autre et
ne sont capables d’établir des ponts hydrogene
que si les deux chaines nucléotidiques sont anti-
paralleles soit :

5P 3’OH
ACGTATGCCCATACGCGCGCG
TGCATACGGGTATGCGCGCGC
3’OH 5P

Il en résulte, dans I’espace, une double hélice dont
le pas de 34 Angstrom correspond a I’empilement
de 10 paires de bases.

*Remarque : la figure montre qu’il existe 3 liaisons
hydrogeéne entre G et C et deux seulement entre A
et T, ceci implique qu’un ADN riche en G-C sera
plus stable qu’un ADN comportant plus de cou-
ples A-T.

Des molécules simple brin adoptent souvent,
localement, des structures secondaires, selon le
meéme principe d’appariement des bases.

C’est le cas de I’ARN : en raison des séquences
(en rouge) dans la molécule ci-dessous:

AUCGGCUUAGACGA UGAAGCCGUCCGGAAA

elle peut prendre la structure secondaire suivante:

AUCGGCUUA CCGGAAA

..W
C 0 H N

liaizon hydragéne

Ci-dessous : comparaison (tres schématique) des
chaines d’ARN et d’ADN.

Enfin, parmi les structures particulieres, il faut
signaler celle des molécules circulaires : il n’y
a pas d’extrémité 5’ ni 3’ (une liaison phospho-
diester les relie). De telles structures (double ou
simple brin) sont fréquentes chez les virus et des
éléments génétiques particuliers tels que les plas-
mides, le «chromosome» bactérien est également
une molécule circulaire .



2.1.2 PROPRIETES TOPOLOGIQUES DE I’ADN.

Les liaisons hydrogene, relativement fragiles, peu-
vent &tre détruites par chauffage ou par un pH
élevé, dans ces conditions les structures secondai-
res disparaissent Pour ’ADN, le résultat est la
séparation complete des deux brins qui le compo-
sent : il y a dénaturation de la molécule.

En raison de la stricte complémentarité des bases,
la dénaturation est réversible, les deux brins peu-
vent, dans des conditions appropriées de tem-
pérature et de force ionique, rétablir des liaisons
hydrogenes entre leurs bases et reprendre la con-
figuration en double hélice d’origine.

Il faut bien comprendre que ce phénomene ne
dépend que de le complémentarité de deux séquen-
ces nucléotidiques et non de 1’origine de chaque
brin.

Dans le cas de renaturation, on a formation de
molécules «<homoduplex» c’est a dire de structu-
res doubles, chaque partenaire ayant une meme
origine. On peut tres bien mélanger des ADN
dénaturés d’origines différentes, s’il y a des com-
plémentarités de séquences, des «hétéroduplex»
c’es-a-dire des molécules dont les deux brins sont
d’origine différente pourront se former. Enfin, tou-
jours par complémentarité de séquences, on peut
apparier un ARN avec un brin d’ADN (il existe
une possibilité de liaison A..U) on obtient alors
une molécule «hybride».

Cette propriété (appariement de séquences com-
plémentaires) représente un outil puissant dans
la reconnaissance de séquences précises a 1’aide
de petits fragments polynucléotidiques appelés
«sondes» car, dans un ensemble complexe de
séquences différentes, elles sont capables de trou-
ver celle qui leur correspond, de s’y hybrider.

La détection de ces hybrides sera facilitée par
I’utilisation de sondes «marquées».

molécule native:

AATGCCGTCACTTTAGCTATA
TTACGGCAGTGAAATCGATAT

molécule dénaturée :

AATGCCGTCACTTTAGCTATA

TTACGGCAGTGAAATCGATAT
homoduplex :

AATGCCGTCACTTTAGCTATA
TTACGGCAGTGAAATCGATAT

heteroduplex :

AATGCCGTCACTTTAGCTATA
GAAATCGATATTGCCC

hybride :

AATGCCGTCACTTTAGCTATA
TTACGGCAGTGAAATCGATAT

sondes :
AATGCCGTCACTTTAGCTATA
AAAT C
ou

TTTA G
TTACGGCAGTGAAATCGATAT



