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      ribosomien
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      anneau
     
     
      de
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      (Balbiani
     
     
      ring)
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      Poly
     
     
      dC
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      ribonucléotidique
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      l
     
     
      ’
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      polymère
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      14.
     
     
      Chromosomes
     
     
      Découverte,
     
     
      définition
     
     
      Les
     
     
      chromosomes
     
     
      ont
     
     
      été
     
     
      découverts
     
     
      aux
     
     
      environs
     
     
      de
     
     
      1880,
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      suite
     
     
      des
     
     
      recherches
     
     
      sur
     
     
      la
     
     
      division
     
     
      cellulaire.
     
     
      Le
     
     
      noyau,
     
     
      en
     
     
      effet,
     
     
      au
     
     
      stade
     
     
      qui
     
     
      précède
     
     
      la
     
     
      division
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      cellule,
     
     
      contient
     
     
      un
     
     
      réseau
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      aspect
     
     
      fibrillaire
     
     
      qui
     
     
      a
     
     
      une
     
     
      forte
     
     
      affinité
     
     
      pour
     
     
      les
     
     
      colo
     
     
      ɐ
     
     
      rants
     
     
      basiques
     
     
      et
     
     
      auquel
     
     
      W.
     
     
      Flemming
     
     
      (1879)
     
     
      donna
     
     
      le
     
     
      nom
     
     
      de
     
     
      chromatine.
     
     
      Lors
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      division,
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      enveloppe
     
     
      nucléaire
     
     
      disparaît,
     
     
      tandis
     
     
      que
     
     
      son
     
     
      contenu
     
     
      fibrillaire
     
     
      se
     
     
      transforme
     
     
      en
     
     
      un
     
     
      ensemble
     
     
      de
     
     
      filaments
     
     
      indépendants
     
     
      qui
     
     
      se
     
     
      condensent
     
     
      en
     
     
      structures
     
     
      allongées
     
     
      en
     
     
      bâtonnets
     
     
      :
     
     
      les
     
     
      chromosomes.
     
     
      Plusieurs
     
     
      chercheurs
     
     
      de
     
     
      cette
     
     
      époque,
     
     
      notamment
     
     
      E.
     
     
      Strasburger
     
     
      (1880),
     
     
      W.
     
     
      Flemming
     
     
      (1881),
     
     
      E.
     
     
      Van
     
     
      Beneden
     
     
      (1883),
     
     
      observèrent
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      individualisaɐ
     
     
      tion
     
     
      de
     
     
      ces
     
     
      formations
     
     
      à
     
     
      partir
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      chromatine
     
     
      et
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      W.
     
     
      Waldeyer 
     
     
      (1888)
     
     
      qui
     
     
      leur
     
     
      donna
     
     
      le
     
     
      nom
     
     
      de
     
     
      chromosomes
     
     
      ou
     
     
      «
     
     
      corps
     
     
      colorés
     
     
      »
     
     
      en 
     
     
      raison
     
     
      de
     
     
      leur
     
     
      aptitude
     
     
      à
     
     
      se
     
     
      colorer
     
     
      fortement
     
     
      par
     
     
      les
     
     
      colorants
     
     
      basiques.
     
     
      A
     
     
      la
     
     
      fin
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      division,
     
     
      les
     
     
      chromosomes
     
     
      se
     
     
      décondensent
     
     
      pour
     
     
      donner
     
     
      à
     
     
      nouveau
     
     
      un
     
     
      réseau
     
     
      de
     
     
      chromatine
     
     
      dans
     
     
      lequel
     
     
      leur
     
     
      individualité
     
     
      semble
     
     
      disparaître,
     
     
      ils
     
     
      réapparaîtront
     
     
      lors
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      divi
     
     
      ɐ
     
     
      sion
     
     
      suivante.
     
     
      C
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      pourquoi
     
     
      on
     
     
      est
     
     
      très
     
     
      rapidement
     
     
      arrivé
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      conclusion
     
     
      que
     
     
      les^
     
     
      chromosomes
     
     
      sont
     
     
      des
     
     
      organites
     
     
      nucléaires
     
     
      permanents
     
     
      et
     
     
      que
     
     
      chromosome
     
     
      et
     
     
      chromatine
     
     
      sont
     
     
      deux
     
     
      états
     
     
      morphologiques
     
     
      des
     
     
      mêmes
     
     
      entités
     
     
      cellulaires
     
     
      ;
     
     
      le
     
     
      premier
     
     
      carac
     
     
      ɐ
     
     
      téristique
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      division
     
     
      cellulaire,
     
     
      le
     
     
      second
     
     
      caractéristique
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      période
     
     
      qui
     
     
      sépare
     
     
      deux
     
     
      divisions
     
     
      successives
     
     
      :
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      interphase.
     
     
      Les
     
     
      eucaryotes
     
     
      sont
     
     
      pour
     
     
      la
     
     
      plupart
     
     
      diploïdes,
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est-à-dire
     
     
      que
     
     
      leurs
     
     
      noyaux
     
     
      contiennent
     
     
      deux
     
     
      jeux
     
     
      semblables
     
     
      de
     
     
      chromo
     
     
      ɐ
     
     
      somes
     
     
      (chromosomes
     
     
      homologues).
     
     
      Chaque
     
     
      jeu,
     
     
      formé
     
     
      de
     
     
      chro
     
     
      ɐ
     
     
      mosomes
     
     
      tous
     
     
      différents,
     
     
      constitue
     
     
      un
     
     
      lot
     
     
      haploïde.
     
     
      On
     
     
      désigne
     
     
      par
     
     
      mitose
     
     
      (mitosis,
     
     
      filament)
     
     
      le
     
     
      type
     
     
      de
     
     
      division
     
     
      cellulaire
     
     
      au
     
     
      cours
     
     
      de
     
     
      laquelle
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      individualisent
     
     
      les
     
     
      chromosomes.
     
     
      Au
     
     
      début
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      mitose,
     
     
      chaque
     
     
      chromosome
     
     
      qui
     
     
      a
     
     
      subi
     
     
      une
     
     
      dupli
     
     
      ɐ
     
     
      Frontispice.
     
     
      Chromosome
     
     
      métaphasique
     
     
      humain
     
     
      ayant
     
     
      subi
     
     
      une
     
     
      désorganisation
     
     
      ménagée
     
     
      qui
     
     
      a
     
     
      libéré
     
     
      son
     
     
      ADN
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      réseau
     
     
      de
     
     
      maintien
     
     
      protéique.
     
     
      Cette
     
     
      image
     
     
      est
     
     
      révélatrice
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      prodigieuse
     
     
      longueur
     
     
      des
     
     
      molécules
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      des
     
     
      chromatides
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      condensation
     
     
      extrême
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      elles
     
     
      subissent
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      métaphase
     
     
      ;
     
     
      x
     
     
      18500
     
     
      (micrographie
     
     
      électronique
     
     
      J.R.
     
     
      Paulson
     
     
      et
     
     
      U.K.
     
     
      Laemmli,
     
     
      1977).
     
     
      Chromosomes
     
     
      3
     
     
    
   
  

 
  
   
    
    
     
      
     
    
    
     
      cation
     
     
      au
     
     
      cours
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      interphase
     
     
      qui
     
     
      précède,
     
     
      a
     
     
      une
     
     
      structure
     
     
      dou
     
     
      ɐ
     
     
      ble.
     
     
      Il
     
     
      est
     
     
      en
     
     
      effet
     
     
      constitué
     
     
      de
     
     
      deux
     
     
      sous-unités
     
     
      identiques
     
     
      asso
     
     
      ɐ
     
     
      ciées
     
     
      :
     
     
      les
     
     
      chromatides.
     
     
      Les
     
     
      deux
     
     
      chromatides
     
     
      se
     
     
      séparent
     
     
      ensuite
     
     
      pour
     
     
      donner
     
     
      les
     
     
      chromosomes-fils
     
     
      qui
     
     
      se
     
     
      distribuent
     
     
      dans
     
     
      les
     
     
      deux
     
     
      cellules
     
     
      issues
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      mitose.
     
     
      La
     
     
      mitose
     
     
      est
     
     
      donc
     
     
      un
     
     
      processus
     
     
      de
     
     
      partage
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      distribution
     
     
      des
     
     
      chromosomes
     
     
      dupliqués.
     
     
      Elle
     
     
      abou
     
     
      ɐ
     
     
      tit
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      formation
     
     
      de
     
     
      deux
     
     
      cellules
     
     
      diploïdes.
     
     
      Par
     
     
      ailleurs,
     
     
      à
     
     
      chaque
     
     
      cycle
     
     
      de
     
     
      reproduction
     
     
      sexuée,
     
     
      chez
     
     
      les
     
     
      eucaryotes,
     
     
      lors
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      différenciation
     
     
      des
     
     
      cellules
     
     
      sexuelles,
     
     
      se 
     
     
      réalisent
     
     
      deux
     
     
      divisions
     
     
      cellulaires
     
     
      successives,
     
     
      particulières,
     
     
      for
     
     
      ɐ
     
     
      mant
     
     
      la
     
     
      méiose
     
     
      au
     
     
      cours
     
     
      de
     
     
      laquelle
     
     
      les
     
     
      chromosomes
     
     
      se
     
     
      recombi
     
     
      ɐ
     
     
      nent
     
     
      entre
     
     
      eux.
     
     
      Le
     
     
      partage
     
     
      des
     
     
      chromosomes
     
     
      lors
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      méiose
     
     
      conduit
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      formation
     
     
      de
     
     
      cellules
     
     
      haploïdes.
     
     
      Les
     
     
      chromosomes
     
     
      sont
     
     
      les
     
     
      dépositaires
     
     
      et
     
     
      les
     
     
      vecteurs
     
     
      du
     
     
      maté
     
     
      ɐ
     
     
      riel
     
     
      génétique
     
     
      et
     
     
      le
     
     
      lieu
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      expression
     
     
      primaire.
     
     
      Le
     
     
      matériel
     
     
      génétique
     
     
      formant
     
     
      le
     
     
      patrimoine
     
     
      héréditaire
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      individu
     
     
      est
     
     
      constitué
     
     
      par
     
     
      un
     
     
      ensemble
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      unités
     
     
      fonctionnelles,
     
     
      les
     
     
      gènes.
     
     
      Ces
     
     
      derniers,
     
     
      dans
     
     
      leur
     
     
      immense
     
     
      majorité,
     
     
      sont
     
     
      portés
     
     
      par
     
     
      les
     
     
      chromosomes. 
     
     
      Cette
     
     
      relation
     
     
      gène-chromosome
     
     
      qui,
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      origine,
     
     
      a
     
     
      été
     
     
      proposée
     
     
      comme 
     
     
      une
     
     
      théorie
     
     
      —
     
     
      la
     
     
      théorie
     
     
      chromosomique
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      hérédité
     
     
      —
     
     
      est
     
     
      maintenant
     
     
      un
     
     
      fait
     
     
      bien
     
     
      établi.
     
     
      Un
     
     
      petit
     
     
      nombre
     
     
      de
     
     
      gènes
     
     
      cependant
     
     
      ne
     
     
      sont
     
     
      pas
     
     
      liés
     
     
      aux
     
     
      chromosomes,
     
     
      mais
     
     
      sont
     
     
      associés
     
     
      à
     
     
      des
     
     
      organites
     
     
      cytoplasmiques 
     
     
      (mitochondries,
     
     
      chloroplastes)
     
     
      ou
     
     
      même
     
     
      à
     
     
      des
     
     
      structures
     
     
      nucléaires
     
     
      tran
     
     
      ɐ
     
     
      sitoires
     
     
      dérivées
     
     
      des
     
     
      chromosomes
     
     
      (nucléoles
     
     
      libres,
     
     
      plasmides).
     
     
      Les
     
     
      chromosomes
     
     
      sont
     
     
      donc
     
     
      responsables
     
     
      du
     
     
      stockage,
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      transmission
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      Yexpression
     
     
      des
     
     
      informations
     
     
      du
     
     
      patrimoine
     
     
      héréditaire.
     
     
      Par
     
     
      suite,
     
     
      les
     
     
      variations
     
     
      physiologiques,
     
     
      génétiques,
     
     
      ontogénétiques
     
     
      et
     
     
      phylogénétiques
     
     
      du
     
     
      matériel
     
     
      génétique
     
     
      se
     
     
      réper
     
     
      ɐ
     
     
      cutent,
     
     
      dans
     
     
      une
     
     
      certaine
     
     
      mesure,
     
     
      sur
     
     
      leur
     
     
      morphologie.
     
     
      Sur
     
     
      le
     
     
      plan
     
     
      moléculaire,
     
     
      ces
     
     
      organites
     
     
      sont
     
     
      des
     
     
      édifices
     
     
      complexes
     
     
      comportant
     
     
      trois
     
     
      types
     
     
      de
     
     
      molécules
     
     
      :
     
     
      des
     
     
      acides
     
     
      désoxyribonucléiques,
     
     
      ADN,
     
     
      des
     
     
      acides
     
     
      ribonucléiques,
     
     
      ARN,
     
     
      des
     
     
      protéines.
     
     
      Ils
     
     
      sont
     
     
      le
     
     
      siège
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      activités
     
     
      métaboliques
     
     
      correspon
     
     
      ɐ
     
     
      dant
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      genèse
     
     
      des
     
     
      acides
     
     
      nucléiques
     
     
      :
     
     
      biosynthèse
     
     
      des
     
     
      acides
     
     
      désoxyribonucléiques
     
     
      ou
     
     
      réplication
     
     
      et
     
     
      biosynthèse
     
     
      des
     
     
      acides
     
     
      ribonucléiques
     
     
      ou
     
     
      transcription.
     
     
      En
     
     
      dépit
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      très
     
     
      grande
     
     
      diversité
     
     
      de
     
     
      formes,
     
     
      les
     
     
      chromoso
     
     
      ɐ
     
     
      mes
     
     
      possèdent
     
     
      à
     
     
      travers
     
     
      tous
     
     
      les
     
     
      organismes
     
     
      pluricellulaires
     
     
      ani
     
     
      ɐ
     
     
      maux
     
     
      et
     
     
      végétaux,
     
     
      une
     
     
      unité
     
     
      fondamentale
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      organisation
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      fonctionnement.
     
     
      Parmi
     
     
      les
     
     
      organites
     
     
      cellulaires,
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      sans
     
     
      conteste
     
     
      le
     
     
      chromo
     
     
      ɐ
     
     
      some
     
     
      qui
     
     
      offre
     
     
      la
     
     
      plus
     
     
      belle
     
     
      illustration
     
     
      des
     
     
      relations
     
     
      structure-
     
     
      fonction.
     
     
      Aussi,
     
     
      est-il
     
     
      préférable
     
     
      de
     
     
      ne
     
     
      pas
     
     
      dissocier
     
     
      dans
     
     
      son
     
     
      étude
     
     
      les
     
     
      aspects
     
     
      physiologiques
     
     
      des
     
     
      aspects
     
     
      architecturaux
     
     
      qui
     
     
      leur
     
     
      correspondent.
     
     
      Nous
     
     
      examinerons,
     
     
      tout
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      abord,
     
     
      la
     
     
      nature
     
     
      et
     
     
      les
     
     
      propriétés
     
     
      4
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      des
     
     
      constituants
     
     
      moléculaires
     
     
      du
     
     
      chromosome
     
     
      des
     
     
      eucaryotes,
     
     
      puis
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      organisation
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      ossature
     
     
      primaire.
     
     
      Nous
     
     
      aborderons
     
     
      ensuite
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      étude
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      structure
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      physiologie
     
     
      du
     
     
      chromosome
     
     
      dans
     
     
      les
     
     
      deux
     
     
      rôles
     
     
      essentiels
     
     
      de
     
     
      cet
     
     
      organite
     
     
      :
     
     
      celui
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      transmis
     
     
      ɐ
     
     
      sion
     
     
      et
     
     
      celui
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      expression
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      information
     
     
      du
     
     
      patrimoine
     
     
      hérédi
     
     
      ɐ
     
     
      taire.
     
     
      14.1.
     
     
      Constituants
     
     
      moléculaires
     
     
      Le
     
     
      chromosome
     
     
      est
     
     
      un
     
     
      édifice
     
     
      formé
     
     
      par
     
     
      un
     
     
      ensemble
     
     
      organisé
     
     
      de
     
     
      molécules,
     
     
      au
     
     
      sein
     
     
      duquel
     
     
      une
     
     
      espèce,
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN,
     
     
      représente
     
     
      un
     
     
      constituant
     
     
      permanent.
     
     
      Des
     
     
      protéines,
     
     
      les
     
     
      histones,
     
     
      intimement
     
     
      associées
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      et
     
     
      jouant
     
     
      un
     
     
      rôle
     
     
      essentiellement
     
     
      architectu
     
     
      ɐ
     
     
      ral,
     
     
      ont
     
     
      également
     
     
      un
     
     
      caractère
     
     
      de
     
     
      composant
     
     
      quasi
     
     
      permanent.
     
     
      Par
     
     
      contre,
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      autres
     
     
      catégories
     
     
      moléculaires
     
     
      sont
     
     
      intégrées
     
     
      de
     
     
      façon
     
     
      transitoire
     
     
      au
     
     
      complexe
     
     
      chromosomique.
     
     
      Les
     
     
      diverses
     
     
      clas
     
     
      ɐ
     
     
      ses
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ARN
     
     
      synthétisés
     
     
      dans
     
     
      le
     
     
      noyau,
     
     
      appartiennent
     
     
      à
     
     
      ce
     
     
      groupe
     
     
      ;
     
     
      ces
     
     
      ARN
     
     
      transcrits
     
     
      à
     
     
      partir
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      chromosome
     
     
      font
     
     
      partie
     
     
      intégrante
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      architecture
     
     
      durant
     
     
      leur
     
     
      genèse.
     
     
      De
     
     
      même,
     
     
      nombre
     
     
      de
     
     
      protéines
     
     
      intervenant
     
     
      dans
     
     
      la
     
     
      réplication,
     
     
      la
     
     
      transcrip
     
     
      ɐ
     
     
      tion
     
     
      ou
     
     
      encore
     
     
      les
     
     
      processus
     
     
      de
     
     
      condensation
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      décondensa
     
     
      ɐ
     
     
      tion
     
     
      des
     
     
      chromosomes,
     
     
      lors
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      mitose,
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      méiose
     
     
      ou
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      interphase,
     
     
      figurent
     
     
      parmi
     
     
      les
     
     
      molécules
     
     
      dont
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      insertion
     
     
      dans
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      édifice
     
     
      chromosomique
     
     
      est
     
     
      soit
     
     
      transitoire
     
     
      soit
     
     
      réversible.
     
     
      En
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      autres
     
     
      termes,
     
     
      le
     
     
      chromosome
     
     
      n
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      pas
     
     
      une
     
     
      entité
     
     
      biochimi
     
     
      ɐ
     
     
      que,
     
     
      mais
     
     
      une
     
     
      entité
     
     
      cellulaire
     
     
      en
     
     
      équilibre
     
     
      dynamique.
     
     
      14.1.1.
     
     
      ADN
     
     
      C
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      qui
     
     
      est
     
     
      le
     
     
      dépositaire
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      information
     
     
      génétique
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      cellule
     
     
      et
     
     
      son
     
     
      vecteur
     
     
      au
     
     
      travers
     
     
      des
     
     
      générations
     
     
      cellulaires.
     
     
      Constituant
     
     
      permanent
     
     
      et
     
     
      stable
     
     
      du
     
     
      chromosome,
     
     
      il
     
     
      en
     
     
      est
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      élé
     
     
      ɐ
     
     
      ment
     
     
      fondamental,
     
     
      tant
     
     
      sur
     
     
      le
     
     
      plan
     
     
      structural
     
     
      que
     
     
      fonctionnel.
     
     
      On
     
     
      verra,
     
     
      en
     
     
      effet,
     
     
      que
     
     
      les
     
     
      propriétés
     
     
      du
     
     
      chromosome
     
     
      sont
     
     
      étroite
     
     
      ɐ
     
     
      ment
     
     
      liées
     
     
      à
     
     
      celles
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN.
     
     
      14.1.1.1.
     
     
      FORME
     
     
      MOLÉCULAIRE
     
     
      ET
     
     
      PROPRIÉTÉS
     
     
      DE
     
     
      L'ADIM
     
     
      CHROMOSOMIQUE
     
     
      La
     
     
      quantité
     
     
      moyenne
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      par
     
     
      noyau
     
     
      varie
     
     
      de
     
     
      façon
     
     
      importan
     
     
      ɐ
     
     
      te
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      espèce
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      autre,
     
     
      mais
     
     
      elle
     
     
      est
     
     
      constante
     
     
      pour
     
     
      les
     
     
      noyaux
     
     
      des
     
     
      différents
     
     
      tissus
     
     
      somatiques
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      même
     
     
      espèce.
     
     
      Par
     
     
      contre,
     
     
      la
     
     
      teneur
     
     
      en
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      spermatozoïde
     
     
      est
     
     
      moitié
     
     
      moindre
     
     
      de
     
     
      celle
     
     
      des
     
     
      noyaux
     
     
      somatiques
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      même
     
     
      espèce.
     
     
      Pour
     
     
      les
     
     
      mesures
     
     
      relatives,
     
     
      la
     
     
      masse
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      de
     
     
      référence
     
     
      utilisée,
     
     
      symbolisée
     
     
      par
     
     
      la
     
     
      lettre
     
     
      C,
     
     
      est
     
     
      celle
     
     
      contenue
     
     
      dans
     
     
      le
     
     
      jeu
     
     
      de
     
     
      base
     
     
      de
     
     
      chromosomes
     
     
      de
     
     
      Constituants
     
     
      moléculaires
     
     
      5
     
     
     
      
     
    
   
  

 
  
   
    
    
     
      
     
    
    
     
      espèces
     
     
      valeur
     
     
      absolue
     
     
      en
     
     
      programmes'
     
     
      longueur
     
     
      totale
     
     
      de
     
     
      l'ADN
     
     
      en
     
     
      mètres
     
     
      Tableau
     
     
      14.
     
     
      I
     
     
      Contenu
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      stock
     
     
      diploïde
     
     
      (2C)
     
     
      chez
     
     
      quelques
     
     
      espèces
     
     
      animales.
     
     
      Échinodermes
     
     
      Strongylocentrotus
     
     
      purpuratus
     
     
      1,78
     
     
      0,57
     
     
      Insectes
     
     
      Drosophila
     
     
      hydei
     
     
      0,4
     
     
      0,13
     
     
      Chironomus
     
     
      tentans
     
     
      0,5
     
     
      0,16
     
     
      Amphibiens
     
     
      Xenopus
     
     
      laevis
     
     
      6,3
     
     
      2,03
     
     
      Amphiuma
     
     
      means
     
     
      192
     
     
      62,00
     
     
      Oiseaux
     
     
      Gallus
     
     
      domesticus
     
     
      2,88
     
     
      0,93
     
     
      Mammifères
     
     
      Canis
     
     
      familiaris
     
     
      5,86
     
     
      1,89
     
     
      Equus
     
     
      cabattus
     
     
      6,36
     
     
      2,05
     
     
      Homo
     
     
      sapiens
     
     
      7,30
     
     
      2,36
     
     
      ‘
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      après
     
     
      M.J.D.
     
     
      White
     
     
      1973.
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      espèce
     
     
      ou
     
     
      lot
     
     
      haploïde
     
     
      :
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      précisément
     
     
      ce
     
     
      stock
     
     
      haploïde
     
     
      que
     
     
      contient
     
     
      le
     
     
      spermatozoïde.
     
     
      Une
     
     
      cellule
     
     
      diploïde
     
     
      qui
     
     
      ne
     
     
      se
     
     
      divise
     
     
      pas,
     
     
      renferme
     
     
      donc
     
     
      2C
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      xhromosomique.
     
     
      En
     
     
      valeur
     
     
      abso
     
     
      ɐ
     
     
      lue,
     
     
      ces
     
     
      masses,
     
     
      chez
     
     
      les
     
     
      eucaryotes,
     
     
      sont
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ordre
     
     
      de
     
     
      quelques
     
     
      programmes,
     
     
      exceptionnellement
     
     
      de
     
     
      quelques
     
     
      dizaines
     
     
      de
     
     
      pro
     
     
      ɐ
     
     
      grammes
     
     
      ;
     
     
      elles
     
     
      sont
     
     
      souvent
     
     
      exprimées
     
     
      en
     
     
      nombre
     
     
      de
     
     
      paires
     
     
      de
     
     
      nucléotides
     
     
      (tableau
     
     
      14.1).
     
     
      L
     
     
      ’
     
     
      enchaînement
     
     
      ordonné
     
     
      des
     
     
      nucléotides
     
     
      définit
     
     
      la
     
     
      structure
     
     
      primaire
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      acide
     
     
      nucléique.
     
     
      L
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      est
     
     
      constitué
     
     
      par
     
     
      deux
     
     
      chaînes
     
     
      complémentaires
     
     
      antiparallèles
     
     
      associées
     
     
      par
     
     
      des
     
     
      liaisons
     
     
      hydrogènes
     
     
      et
     
     
      formant
     
     
      une
     
     
      fibre
     
     
      bicaténaire
     
     
      ou
     
     
      duplex.
     
     
      Le
     
     
      chro
     
     
      ɐ
     
     
      mosome
     
     
      est
     
     
      une
     
     
      structure
     
     
      fondamentalement
     
     
      linéaire
     
     
      contenant
     
     
      une
     
     
      molécule
     
     
      unique
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN.
     
     
      Cette
     
     
      notion
     
     
      recouvre
     
     
      deux
     
     
      as
     
     
      ɐ
     
     
      pects
     
     
      :
     
     
      elle
     
     
      signifie,
     
     
      en
     
     
      premier
     
     
      lieu
     
     
      que
     
     
      le
     
     
      duplex
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      de
     
     
      cha
     
     
      ɐ
     
     
      que
     
     
      chromosome
     
     
      ne
     
     
      comporte
     
     
      aucune
     
     
      interruption,
     
     
      en
     
     
      second
     
     
      lieu
     
     
      que
     
     
      ce
     
     
      duplex
     
     
      est
     
     
      en
     
     
      un
     
     
      seul
     
     
      exemplaire
     
     
      par
     
     
      chromosome,
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      uninémie
     
     
      (un
     
     
      seul
     
     
      filament).
     
     
      Les
     
     
      arguments
     
     
      en
     
     
      faveur
     
     
      de
     
     
      cette
     
     
      unicité
     
     
      sont
     
     
      essentiellement
     
     
      indirects
     
     
      :
     
     
      génétiques
     
     
      et
     
     
      moléculaires.
     
     
      En
     
     
      effet,
     
     
      les
     
     
      molécules
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN,
     
     
      en
     
     
      raison
     
     
      de
     
     
      leur
     
     
      taille
     
     
      extraordinaire,
     
     
      plusieurs
     
     
      centimètres
     
     
      pour
     
     
      les
     
     
      plus
     
     
      grands
     
     
      chro
     
     
      ɐ
     
     
      mosomes,
     
     
      sont
     
     
      difficiles
     
     
      à
     
     
      isoler
     
     
      intactes,
     
     
      parce
     
     
      que
     
     
      fragiles,
     
     
      et
     
     
      surtout
     
     
      à
     
     
      observer
     
     
      directement
     
     
      dans
     
     
      leur
     
     
      intégralité
     
     
      en
     
     
      microscopie
     
     
      électronique.
     
     
      Des
     
     
      arguments
     
     
      directs
     
     
      ont
     
     
      néanmoins
     
     
      été
     
     
      apportés.
     
     
      Les
     
     
      images
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      étale
     
     
      ɐ
     
     
      ment
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      de
     
     
      chromosomes
     
     
      métaphasiques
     
     
      suggèrent
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      absence
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      in
     
     
      ɐ
     
     
      terruptions
     
     
      dans
     
     
      cet
     
     
      ADN
     
     
      (fig.
     
     
      14.29).
     
     
      On
     
     
      a,
     
     
      par
     
     
      ailleurs,
     
     
      obtenu
     
     
      à
     
     
      partir
     
     
      de
     
     
      cellules
     
     
      de
     
     
      drosophiles,
     
     
      des
     
     
      molécules
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      dont
     
     
      les
     
     
      plus
     
     
      grandes 
     
     
      ont
     
     
      une
     
     
      longueur
     
     
      correspondant
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      quantité
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      contenue
     
     
      dans
     
     
      les
     
     
      6
     
     
      Chromosomes
     
     
    
   
  

 
  
   
    
    
     
      
     
    
    
     
      plus
     
     
      grands
     
     
      chromosomes
     
     
      de
     
     
      cette
     
     
      espèce.
     
     
      Ces
     
     
      molécules
     
     
      sont
     
     
      linéaires 
     
     
      et
     
     
      non
     
     
      ramifiées.
     
     
      Après
     
     
      la
     
     
      phase
     
     
      de
     
     
      duplication,
     
     
      chaque
     
     
      chromosome
     
     
      renfer
     
     
      ɐ
     
     
      me,
     
     
      dans
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      interprétation
     
     
      uninémique,
     
     
      deux
     
     
      molécules
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      identiques,
     
     
      une
     
     
      par
     
     
      chromatide.
     
     
      Ces
     
     
      deux
     
     
      molécules
     
     
      sont
     
     
      effecti
     
     
      ɐ
     
     
      vement
     
     
      apparentes
     
     
      au
     
     
      niveau
     
     
      des
     
     
      chromosomes
     
     
      dupliqués
     
     
      au
     
     
      début
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      mitose
     
     
      ou
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      méiose
     
     
      lorsqu
     
     
      ’
     
     
      ils
     
     
      ont
     
     
      été
     
     
      débarrassés
     
     
      de
     
     
      leurs
     
     
      protéines.
     
     
      Il
     
     
      y
     
     
      a
     
     
      donc
     
     
      une
     
     
      relation
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      équivalence
     
     
      simple
     
     
      entre
     
     
      le
     
     
      nombre
     
     
      de
     
     
      chromatides
     
     
      (ou
     
     
      de
     
     
      chromosomes)
     
     
      et
     
     
      le
     
     
      nom
     
     
      ɐ
     
     
      bre
     
     
      de
     
     
      molécules
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      :
     
     
      la
     
     
      valeur
     
     
      2C
     
     
      correspond
     
     
      à
     
     
      2n
     
     
      molécules
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN.
     
     
      Lors
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      réplication
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      transcription,
     
     
      les
     
     
      séquences
     
     
      nucléotidiques
     
     
      sont
     
     
      copiées
     
     
      point
     
     
      par
     
     
      point
     
     
      et
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      méiose,
     
     
      les
     
     
      molécules
     
     
      homologues
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      se
     
     
      reconnaissent
     
     
      également
     
     
      point
     
     
      par
     
     
      point.
     
     
      La
     
     
      structure
     
     
      linéaire
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      est,
     
     
      sans
     
     
      aucun
     
     
      doute,
     
     
      la
     
     
      structure
     
     
      la
     
     
      plus
     
     
      favorable
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      reproduction
     
     
      et
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      appariement
     
     
      du
     
     
      matériel
     
     
      génétique.
     
     
      Ceci
     
     
      signifie
     
     
      que
     
     
      le
     
     
      chromosome
     
     
      lui-même
     
     
      est
     
     
      une
     
     
      structure
     
     
      accessible
     
     
      dans
     
     
      son
     
     
      intégralité
     
     
      aux
     
     
      processus
     
     
      linéaires
     
     
      de
     
     
      polymérisation
     
     
      et
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      appariement.
     
     
      Les
     
     
      deux
     
     
      brins
     
     
      du
     
     
      duplex
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      adoptent
     
     
      une
     
     
      configuration
     
     
      en
     
     
      double
     
     
      hélice
     
     
      correspondant
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      structure
     
     
      secondaire
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      molécule
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN.
     
     
      Cette
     
     
      molécule
     
     
      peut
     
     
      prendre
     
     
      plusieurs
     
     
      configu
     
     
      ɐ
     
     
      rations
     
     
      secondaires
     
     
      :
     
     
      la
     
     
      forme
     
     
      normale
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      en
     
     
      solution
     
     
      est
     
     
      la
     
     
      forme
     
     
      B,
     
     
      elle
     
     
      correspond
     
     
      à
     
     
      10
     
     
      paires
     
     
      de
     
     
      bases
     
     
      (pb)
     
     
      par
     
     
      tour
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      héli
     
     
      ɐ
     
     
      ce
     
     
      ;
     
     
      les
     
     
      formes
     
     
      A
     
     
      et
     
     
      C
     
     
      contiennent
     
     
      respectivement
     
     
      11
     
     
      et
     
     
      9
     
     
      V
     
     
      3
     
     
      pb
     
     
      par
     
     
      tour.
     
     
      Les
     
     
      molécules
     
     
      bicaténaires
     
     
      linéaires
     
     
      d'ADN
     
     
      sont
     
     
      relative
     
     
      ɐ
     
     
      ment
     
     
      rigides
     
     
      le
     
     
      long
     
     
      de
     
     
      leur
     
     
      axe.
     
     
      Les
     
     
      configurations
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      elles
     
     
      adop
     
     
      ɐ
     
     
      tent
     
     
      dans
     
     
      les
     
     
      architectures
     
     
      chromosomiques
     
     
      leur
     
     
      imposent
     
     
      des
     
     
      contraintes
     
     
      qui
     
     
      résultent
     
     
      de
     
     
      déformations
     
     
      de
     
     
      leur
     
     
      structure
     
     
      secon
     
     
      ɐ
     
     
      daire
     
     
      et
     
     
      se
     
     
      répercutent
     
     
      sur
     
     
      leur
     
     
      structure
     
     
      tertiaire.
     
     
      Les
     
     
      agents
     
     
      dénaturant
     
     
      la
     
     
      double
     
     
      hélice
     
     
      ou
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      intercalant
     
     
      entre
     
     
      ses
     
     
      bases,
     
     
      de
     
     
      même
     
     
      que
     
     
      la
     
     
      réplication
     
     
      qui
     
     
      nécessite
     
     
      une
     
     
      détorsion
     
     
      et
     
     
      une
     
     
      séparation
     
     
      des
     
     
      deux
     
     
      brins
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      double
     
     
      hélice,
     
     
      introduisent
     
     
      des
     
     
      contraintes
     
     
      localisées
     
     
      dans
     
     
      la
     
     
      molécule
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      chromoso
     
     
      ɐ
     
     
      me
     
     
      qui
     
     
      ne
     
     
      peut
     
     
      tourner
     
     
      sur
     
     
      elle-même,
     
     
      en
     
     
      raison
     
     
      de
     
     
      sa
     
     
      grande
     
     
      taille
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      architecture.
     
     
      Nous
     
     
      verrons
     
     
      (p.
     
     
      56)
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      il
     
     
      existe
     
     
      des
     
     
      mécanismes
     
     
      moléculaires
     
     
      permettant,
     
     
      notamment
     
     
      lors
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      répli
     
     
      ɐ
     
     
      cation,
     
     
      de
     
     
      supprimer
     
     
      ces
     
     
      contraintes.
     
     
      Comment
     
     
      se
     
     
      manifestent
     
     
      ces
     
     
      contraintes?
     
     
      Supposons
     
     
      que
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      on
     
     
      pratique
     
     
      une
     
     
      coupure
     
     
      haplotomique
     
     
      ’
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      des
     
     
      chaînes
     
     
      dans
     
     
      une
     
     
      double
     
     
      hélice
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      circulaire,
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      on
     
     
      déroule
     
     
      l'une
     
     
      des
     
     
      extrémités
     
     
      coupée
     
     
      sur
     
     
      quel
     
     
      ɐ
     
     
      ques
     
     
      tours,
     
     
      puis
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      on
     
     
      la
     
     
      ressoude
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      autre
     
     
      extrémité
     
     
      pour
     
     
      obtenir
     
     
      à
     
     
      nouveau
     
     
      une
     
     
      forme
     
     
      circulaire
     
     
      bicaténaire
     
     
      continue.
     
     
      A
     
     
      la
     
     
      suite
     
     
      de
     
     
      cette
     
     
      intervention,
     
     
      le
     
     
      nombre
     
     
      de
     
     
      tours
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      hélice
     
     
      a
     
     
      diminué
     
     
      pour
     
     
      le
     
     
      même
     
     
      nom
     
     
      ɐ
     
     
      bre
     
     
      de
     
     
      paires
     
     
      de
     
     
      bases
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      molécule.
     
     
      Cette
     
     
      modification
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      structure
     
     
      *
     
     
      La
     
     
      coupure
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      des
     
     
      chaînes
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      ADN
     
     
      duplex
     
     
      est
     
     
      dite
     
     
      haplotomique
     
     
      ;
     
     
      la
     
     
      coupure
     
     
      des
     
     
      deux
     
     
      chaînes
     
     
      est
     
     
      dite
     
     
      diplotomique.
     
     
      Constituants
     
     
      moléculaires
     
     
      1
     
     
    
   
  

 
  
   
    
    
     
      
     
    
    
     
      Figure
     
     
      14.1
     
     
      Manifestation
     
     
      des
     
     
      contraintes
     
     
      subies
     
     
      par
     
     
      une
     
     
      molécule
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      circulaire.
     
     
      Le
     
     
      déroulement
     
     
      localisé
     
     
      d'une
     
     
      double
     
     
      hélice
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      telle
     
     
      que
     
     
      pourrait
     
     
      le
     
     
      réaliser
     
     
      la
     
     
      séquence
     
     
      hypothétique
     
     
      schématisée
     
     
      sur
     
     
      la
     
     
      figure
     
     
      (coupure
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      des
     
     
      brins, 
     
     
      détorsion
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      des
     
     
      extrémités
     
     
      libres
     
     
      par
     
     
      rapport
     
     
      au
     
     
      brin
     
     
      com
     
     
      ɐ
     
     
      plémentaire,
     
     
      puis
     
     
      ressoudure
     
     
      des
     
     
      deux
     
     
      extrémités
     
     
      libres)
     
     
      modifie
     
     
      le
     
     
      nombre
     
     
      de
     
     
      paires
     
     
      de
     
     
      bases
     
     
      par
     
     
      tour
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      hélice
     
     
      et
     
     
      entraîne
     
     
      des 
     
     
      contraintes
     
     
      dans
     
     
      l'ADN.
     
     
      Elles
     
     
      se
     
     
      traduisent
     
     
      dans
     
     
      un
     
     
      ADN
     
     
      circulaire 
     
     
      par
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      apparition
     
     
      de
     
     
      supertours
     
     
      :
     
     
      deux
     
     
      dans
     
     
      la
     
     
      molécule
     
     
      repré
     
     
      ɐ
     
     
      sentée
     
     
      (forme
     
     
      contrainte).
     
     
      Une
     
     
      coupure
     
     
      haplotomique
     
     
      libère
     
     
      ces
     
     
      contraintes
     
     
      en
     
     
      permet
     
     
      ɐ
     
     
      tant
     
     
      au
     
     
      brin
     
     
      coupé
     
     
      de
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      enrouler
     
     
      à
     
     
      nouveau
     
     
      autour
     
     
      du
     
     
      brin
     
     
      complé
     
     
      ɐ
     
     
      mentaire
     
     
      :
     
     
      la
     
     
      molécule
     
     
      reprend
     
     
      sa
     
     
      forme
     
     
      relâchée.
     
     
      On
     
     
      a
     
     
      mis
     
     
      en
     
     
      évidence
     
     
      dans
     
     
      les
     
     
      processus
     
     
      de
     
     
      réplication,
     
     
      des
     
     
      protéines
     
     
      de
     
     
      dé
     
     
      ɐ
     
     
      roulement
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN,
     
     
      mais
     
     
      aussi
     
     
      des
     
     
      enzymes
     
     
      qui,
     
     
      par
     
     
      coupure
     
     
      haplotomique,
     
     
      libèrent
     
     
      les
     
     
      contraintes
     
     
      introduites
     
     
      par
     
     
      les
     
     
      protéines
     
     
      de
     
     
      déroulement
     
     
      (voir
     
     
      p.
     
     
      56).
     
     
      introduction
     
     
      de
     
     
      contraintes
     
     
      soudure
     
     
      détorsion
     
     
      supertour
     
     
      ;
     
     
      coupure
     
     
      —
     
     
      '
     
     
      haplotomique
     
     
      supertour
     
     
      coupure
     
     
      torsion
     
     
      soudure
     
     
      relaxation
     
     
      forme
     
     
      contrainte
     
     
      forme
     
     
      relâchée
     
     
      secondaire
     
     
      de
     
     
      cet
     
     
      ADN
     
     
      —
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est-à-dire,
     
     
      le
     
     
      changement
     
     
      du
     
     
      nombre
     
     
      de
     
     
      paires
     
     
      de
     
     
      bases
     
     
      par
     
     
      tour
     
     
      —
     
     
      se
     
     
      maintient
     
     
      par
     
     
      suite
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      remise
     
     
      en
     
     
      continui
     
     
      ɐ
     
     
      té
     
     
      des
     
     
      deux
     
     
      chaînes
     
     
      qui
     
     
      empêche
     
     
      la
     
     
      rotation
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      des
     
     
      brins
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      hélice
     
     
      par
     
     
      rapport
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      autre.
     
     
      Elle
     
     
      est
     
     
      compensée
     
     
      par
     
     
      la
     
     
      formation
     
     
      de
     
     
      supertours
     
     
      ou
     
     
      superhélices
     
     
      en
     
     
      sens
     
     
      opposé
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      enroulement
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      double
     
     
      hélice
     
     
      (fig.
     
     
      14.1).
     
     
      Le
     
     
      nombre
     
     
      de
     
     
      supertours
     
     
      est
     
     
      proportionnel
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      importance
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      déformation
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      structure
     
     
      secondaire.
     
     
      Inversement,
     
     
      une
     
     
      coupure
     
     
      haplotomique
     
     
      sur
     
     
      une
     
     
      molécule
     
     
      circulaire
     
     
      possédant
     
     
      des
     
     
      siiperhélices, 
     
     
      permet
     
     
      au
     
     
      brin
     
     
      coupé
     
     
      de
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      enrouler
     
     
      librement
     
     
      autour
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      partenaire
     
     
      et 
     
     
      libère
     
     
      les
     
     
      contraintes
     
     
      :
     
     
      la
     
     
      molécule
     
     
      reprend
     
     
      sa
     
     
      forme
     
     
      relâchée.
     
     
      La
     
     
      superhé- 
     
     
      licité
     
     
      modifie
     
     
      le
     
     
      coefficient
     
     
      de
     
     
      sédimentation
     
     
      et
     
     
      la
     
     
      vitesse
     
     
      de
     
     
      migration
     
     
      des
     
     
      molécules
     
     
      dans
     
     
      les
     
     
      gels
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      agarose,
     
     
      si
     
     
      bien
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      on
     
     
      peut
     
     
      mesurer
     
     
      le
     
     
      nombre 
     
     
      de
     
     
      supertours
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      ADN
     
     
      circulaire
     
     
      par
     
     
      électrophorèse
     
     
      ou
     
     
      par
     
     
      centrifuga
     
     
      ɐ
     
     
      tion
     
     
      ;
     
     
      on
     
     
      peut
     
     
      également
     
     
      par
     
     
      observation
     
     
      de
     
     
      ces
     
     
      molécules
     
     
      en
     
     
      microscoɐ
     
     
      pie
     
     
      électronique,
     
     
      dénombrer
     
     
      les
     
     
      supertours.
     
     
      Les
     
     
      deux
     
     
      chaînes
     
     
      du
     
     
      duplex
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      se
     
     
      séparent
     
     
      localement
     
     
      par
     
     
      rupture
     
     
      des
     
     
      liaisons
     
     
      hydrogènes
     
     
      lors
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      réplication
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      transcription.
     
     
      Des
     
     
      protéines
     
     
      figent
     
     
      alors
     
     
      momentanément
     
     
      le
     
     
      du
     
     
      ɐ
     
     
      plex
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      dans
     
     
      sa
     
     
      configuration
     
     
      ouverte.
     
     
      D
     
     
      ’
     
     
      autre
     
     
      part,
     
     
      même
     
     
      en
     
     
      dehors
     
     
      de
     
     
      ces
     
     
      deux
     
     
      processus
     
     
      métaboliques,
     
     
      les
     
     
      deux
     
     
      brins
     
     
      de
     
     
      la 
     
     
      double
     
     
      hélice
     
     
      peuvent
     
     
      se
     
     
      séparer
     
     
      de
     
     
      façon
     
     
      transitoire
     
     
      sur
     
     
      des
     
     
      portions
     
     
      de
     
     
      molécules
     
     
      relativement
     
     
      importantes
     
     
      :
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      la
     
     
      «
     
     
      respira
     
     
      ɐ
     
     
      tion
     
     
      »
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN,
     
     
      phénomène
     
     
      qui
     
     
      concerne
     
     
      jusqu
     
     
      ’
     
     
      à
     
     
      1
     
     
      %
     
     
      des
     
     
      paires
     
     
      de
     
     
      bases.
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      14.1.1.2
     
     
      ORGANISATION
     
     
      DE
     
     
      L'ADN
     
     
      Le
     
     
      problème
     
     
      fondamental
     
     
      que
     
     
      pose
     
     
      l'ADN,
     
     
      dans
     
     
      le
     
     
      cadre
     
     
      de
     
     
      sa
     
     
      relation
     
     
      avec
     
     
      la
     
     
      structure
     
     
      et
     
     
      la
     
     
      physiologie
     
     
      du
     
     
      chromosome,
     
     
      est
     
     
      celui
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      distribution
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      organisation
     
     
      des
     
     
      informations
     
     
      le
     
     
      long
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      axe
     
     
      de
     
     
      sa
     
     
      molécule
     
     
      linéaire
     
     
      ;
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      ce
     
     
      problème
     
     
      qui
     
     
      sera
     
     
      envisagé
     
     
      maintenant.
     
     
      Méthodes
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      études
     
     
      On
     
     
      ne
     
     
      peut
     
     
      espérer
     
     
      progresser
     
     
      dans
     
     
      la
     
     
      compréhension
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      physiologie
     
     
      du
     
     
      chromosome
     
     
      liée
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      expression
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      information,
     
     
      que
     
     
      dans
     
     
      la
     
     
      mesure
     
     
      où
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      on
     
     
      sait
     
     
      :
     
     
      —
     
     
      isoler,
     
     
      en
     
     
      quantité
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      façon
     
     
      suffisamment
     
     
      pure,
     
     
      les
     
     
      produits
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      métabolisme
     
     
      :
     
     
      ses
     
     
      ARN
     
     
      messagers
     
     
      et
     
     
      prémessagers
     
     
      ;
     
     
      —
     
     
      répertorier
     
     
      et
     
     
      cartographier
     
     
      les
     
     
      fragments
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      molécule
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      chromosome
     
     
      qui,
     
     
      en
     
     
      raison
     
     
      de
     
     
      sa
     
     
      taille,
     
     
      ne
     
     
      peut
     
     
      être
     
     
      analysée
     
     
      que
     
     
      morcelée
     
     
      ;
     
     
      —
     
     
      établir
     
     
      enfin
     
     
      les
     
     
      séquences
     
     
      nucléotidiques,
     
     
      aussi
     
     
      bien
     
     
      des
     
     
      ADN
     
     
      que
     
     
      des
     
     
      ARN.
     
     
      Les
     
     
      recherches
     
     
      dans
     
     
      ce
     
     
      domaine
     
     
      connaissent,
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      heure
     
     
      actuel
     
     
      ɐ
     
     
      le,
     
     
      un
     
     
      prodigieux
     
     
      essor.
     
     
      Cette
     
     
      révolution,
     
     
      dans
     
     
      la
     
     
      biologie
     
     
      molécu
     
     
      ɐ
     
     
      laire
     
     
      du
     
     
      gène
     
     
      et
     
     
      du
     
     
      chromosome,
     
     
      résulte
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      mise
     
     
      en
     
     
      œuvre
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      méthodologie
     
     
      complexe,
     
     
      issue
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      convergence
     
     
      de
     
     
      trois
     
     
      ensem
     
     
      ɐ
     
     
      bles
     
     
      de
     
     
      techniques
     
     
      dont
     
     
      le
     
     
      développement
     
     
      est
     
     
      relativement
     
     
      ré
     
     
      ɐ
     
     
      cent.
     
     
      Le
     
     
      premier
     
     
      repose,
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      part,
     
     
      sur
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      utilisation
     
     
      de
     
     
      sondes
     
     
      de
     
     
      détection
     
     
      des
     
     
      séquences
     
     
      nucléotidiques
     
     
      dont
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      efficacité
     
     
      de
     
     
      repé
     
     
      ɐ
     
     
      rage
     
     
      est
     
     
      basée
     
     
      sur
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      affinité
     
     
      des
     
     
      séquences
     
     
      complémentaires
     
     
      des
     
     
      chaînes
     
     
      nucléotidiques,
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      autre
     
     
      part,
     
     
      sur
     
     
      la
     
     
      purification
     
     
      et
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      am
     
     
      ɐ
     
     
      plification
     
     
      de
     
     
      ces
     
     
      sondes
     
     
      par
     
     
      clonage
     
     
      dans
     
     
      des
     
     
      microorganismes.
     
     
      Le
     
     
      second
     
     
      a
     
     
      trait
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      cartographie
     
     
      physique
     
     
      et
     
     
      chimique
     
     
      des
     
     
      sé
     
     
      ɐ
     
     
      quences
     
     
      génétiques
     
     
      :
     
     
      la
     
     
      découverte
     
     
      et
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      emploi
     
     
      des
     
     
      enzymes
     
     
      de
     
     
      restriction
     
     
      ainsi
     
     
      que
     
     
      la
     
     
      mise
     
     
      au
     
     
      point
     
     
      de
     
     
      méthodes
     
     
      rapides
     
     
      de
     
     
      sé
     
     
      ɐ
     
     
      quençage
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      ont
     
     
      été
     
     
      déterminants
     
     
      dans
     
     
      ce
     
     
      domaine.
     
     
      Le
     
     
      troisième
     
     
      enfin,
     
     
      concerne
     
     
      les
     
     
      techniques
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      observation
     
     
      par
     
     
      la
     
     
      mi
     
     
      ɐ
     
     
      croscopie
     
     
      électronique
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      et
     
     
      des
     
     
      complexes
     
     
      moléculaires
     
     
      auxquels
     
     
      il
     
     
      est
     
     
      intégré.
     
     
      Sondes
     
     
      moléculaires
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      acides
     
     
      nucléiques
     
     
      Les
     
     
      chaînes
     
     
      complémentaires
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      acides
     
     
      nucléiques
     
     
      sont
     
     
      capa
     
     
      ɐ
     
     
      bles
     
     
      de
     
     
      se
     
     
      réassocier
     
     
      in
     
     
      vitro.
     
     
      Lorsque
     
     
      deux
     
     
      chaînes
     
     
      ayant
     
     
      des
     
     
      séquences
     
     
      complémentaires
     
     
      entrent
     
     
      en
     
     
      collision,
     
     
      si
     
     
      les
     
     
      deux
     
     
      régions
     
     
      complémentaires
     
     
      se
     
     
      reconnaissent,
     
     
      un
     
     
      appariement
     
     
      de
     
     
      leurs
     
     
      bases
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      amorce
     
     
      alors
     
     
      :
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      le
     
     
      processus
     
     
      de
     
     
      nucléation;
     
     
      cet
     
     
      appariement
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      étend
     
     
      ensuite
     
     
      très
     
     
      rapidement
     
     
      sur
     
     
      toute
     
     
      la
     
     
      longueur
     
     
      des
     
     
      chaînes
     
     
      qui
     
     
      se
     
     
      referment
     
     
      en
     
     
      un
     
     
      duplex,
     
     
      ha
     
     
      fermeture
     
     
      en
     
     
      duplex
     
     
      est
     
     
      la
     
     
      seconde
     
     
      phase
     
     
      du
     
     
      processus
     
     
      de
     
     
      réassociation.
     
     
      Du
     
     
      degré
     
     
      de
     
     
      complémentarité
     
     
      des
     
     
      deux
     
     
      chaînes
     
     
      dépend
     
     
      la
     
     
      stabilité
     
     
      du
     
     
      produit
     
     
      Constituants
     
     
      moléculaires
     
     
      9
     
     
     
      
     
    
   
  

 
  
   
    
    
     
      
     
    
    
     
      formé.
     
     
      On
     
     
      estime,
     
     
      en
     
     
      effet,
     
     
      que
     
     
      pour
     
     
      1,5%
     
     
      seulement
     
     
      de
     
     
      bases
     
     
      non
     
     
      complémentaires,
     
     
      entre
     
     
      deux
     
     
      chaînes
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      réassociées,
     
     
      la
     
     
      température
     
     
      de
     
     
      dissociation
     
     
      du
     
     
      duplex
     
     
      est
     
     
      abaissée
     
     
      de
     
     
      1
     
     
      °C.
     
     
      Ces
     
     
      réassociations
     
     
      ADN-ADN
     
     
      (renaturation),
     
     
      ARN-ADN
     
     
      (hybrida
     
     
      ɐ
     
     
      tion)
     
     
      ou
     
     
      encore
     
     
      ARN-ARN,
     
     
      sont
     
     
      donc
     
     
      hautement
     
     
      spécifiques,
     
     
      si
     
     
      elles
     
     
      sont
     
     
      réalisées
     
     
      à
     
     
      une
     
     
      température
     
     
      appropriée.
     
     
      C
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      sur
     
     
      cette
     
     
      spécificité
     
     
      que
     
     
      reposent
     
     
      les
     
     
      deux
     
     
      méthodes
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      analyse
     
     
      qui
     
     
      consis
     
     
      ɐ
     
     
      tent,
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      à
     
     
      évaluer
     
     
      le
     
     
      degré
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      identité
     
     
      des
     
     
      séquences
     
     
      entre
     
     
      deux
     
     
      types
     
     
      ou
     
     
      deux
     
     
      populations
     
     
      de
     
     
      chaînes,
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      autre
     
     
      à
     
     
      utiliser
     
     
      un
     
     
      type
     
     
      de
     
     
      séquence
     
     
      pour
     
     
      identifier
     
     
      et
     
     
      localiser
     
     
      sa
     
     
      séquence
     
     
      complémentaire.
     
     
      Sondes
     
     
      hétérogènes
     
     
      Les
     
     
      premières
     
     
      méthodes
     
     
      de
     
     
      fragmentation
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      aboutis
     
     
      ɐ
     
     
      saient
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      obtention
     
     
      de
     
     
      populations
     
     
      de
     
     
      segments
     
     
      de
     
     
      taille
     
     
      homogè
     
     
      ɐ
     
     
      ne,
     
     
      mais
     
     
      à
     
     
      contenu
     
     
      hétérogène.
     
     
      Dans
     
     
      ce
     
     
      cas,
     
     
      les
     
     
      expériences
     
     
      consistaient
     
     
      essentiellement
     
     
      à
     
     
      mesurer
     
     
      le
     
     
      taux
     
     
      et
     
     
      la
     
     
      cinétique
     
     
      de
     
     
      réassociation
     
     
      des
     
     
      chaînes
     
     
      monocaténaires
     
     
      de
     
     
      ces
     
     
      populations.
     
     
      Prenons
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      exemple
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      analyse
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      génome
     
     
      par
     
     
      renaturation.
     
     
      Elle
     
     
      comporte
     
     
      les
     
     
      étapes
     
     
      suivantes
     
     
      :
     
     
      —
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      purifié
     
     
      est
     
     
      fragmenté
     
     
      par
     
     
      passage
     
     
      sous
     
     
      une
     
     
      forte
     
     
      pression
     
     
      au
     
     
      travers
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      orifice
     
     
      étroit.
     
     
      Les
     
     
      segments
     
     
      obtenus
     
     
      ont
     
     
      une
     
     
      taille
     
     
      détermi
     
     
      ɐ
     
     
      née,
     
     
      uniforme.
     
     
      On
     
     
      utilise
     
     
      des
     
     
      populations
     
     
      dont
     
     
      les
     
     
      tailles
     
     
      se
     
     
      situent,
     
     
      selon
     
     
      les
     
     
      expériences,
     
     
      entre
     
     
      3.10
     
     
      2
     
     
      et
     
     
      10
     
     
      5
     
     
      paires
     
     
      de
     
     
      nucléotides.
     
     
      —
     
     
      les
     
     
      segments
     
     
      sont
     
     
      dénaturés
     
     
      par
     
     
      un
     
     
      court
     
     
      chauffage
     
     
      à
     
     
      100
     
     
      °C,
     
     
      puis
     
     
      refroidis
     
     
      brutalement
     
     
      de
     
     
      façon
     
     
      à
     
     
      ce
     
     
      que
     
     
      les
     
     
      chaînes
     
     
      complémentaires
     
     
      ne
     
     
      puissent
     
     
      se
     
     
      renaturer.
     
     
      —
     
     
      cette
     
     
      population
     
     
      monocaténaire
     
     
      est
     
     
      alors
     
     
      replacée
     
     
      dans
     
     
      des
     
     
      condi
     
     
      ɐ
     
     
      tions
     
     
      de
     
     
      force
     
     
      ionique
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      température
     
     
      optimales
     
     
      pour
     
     
      sa
     
     
      renaturation.
     
     
      —
     
     
      on
     
     
      mesure
     
     
      alors
     
     
      la
     
     
      quantité
     
     
      de
     
     
      duplex
     
     
      formée
     
     
      en
     
     
      fonction
     
     
      du
     
     
      temps.
     
     
      Le
     
     
      taux
     
     
      de
     
     
      renaturation
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      séquence
     
     
      déterminée
     
     
      est
     
     
      fonc
     
     
      ɐ
     
     
      tion
     
     
      du
     
     
      nombre
     
     
      de
     
     
      copies
     
     
      présentes
     
     
      dans
     
     
      le
     
     
      génome.
     
     
      Les
     
     
      séquen
     
     
      ɐ
     
     
      ces
     
     
      nombreuses
     
     
      ayant
     
     
      plus
     
     
      de
     
     
      chance
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      entrer
     
     
      en
     
     
      collision
     
     
      se
     
     
      réassocient
     
     
      très
     
     
      rapidement
     
     
      par
     
     
      rapport
     
     
      aux
     
     
      séquences
     
     
      uniques.
     
     
      On
     
     
      peut
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      même
     
     
      façon
     
     
      sonder
     
     
      la
     
     
      population
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ARN
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      catégorie
     
     
      cellulaire,
     
     
      chez
     
     
      un
     
     
      individu,
     
     
      par
     
     
      hybridation
     
     
      avec
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      génome
     
     
      de
     
     
      cet
     
     
      individu.
     
     
      Ceci
     
     
      permet
     
     
      de
     
     
      connaître
     
     
      la
     
     
      proportion
     
     
      de
     
     
      génome
     
     
      transcrite
     
     
      dans
     
     
      ce
     
     
      type
     
     
      de
     
     
      cellule,
     
     
      ainsi
     
     
      que
     
     
      la
     
     
      fréquence
     
     
      des
     
     
      séquences
     
     
      différentes
     
     
      représentées
     
     
      dans
     
     
      la
     
     
      popu
     
     
      ɐ
     
     
      lation
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ARN
     
     
      sondée.
     
     
      Dans
     
     
      ce
     
     
      genre
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      étude
     
     
      on
     
     
      désigne
     
     
      par
     
     
      complexité
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      popu
     
     
      ɐ
     
     
      lation
     
     
      de
     
     
      molécules
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      acides
     
     
      nucléiques,
     
     
      la
     
     
      longueur
     
     
      totale
     
     
      des
     
     
      séquences
     
     
      différentes
     
     
      représentées
     
     
      dans
     
     
      cette
     
     
      population.
     
     
      Les
     
     
      données
     
     
      recueillies
     
     
      par
     
     
      de
     
     
      telles
     
     
      confrontations
     
     
      de
     
     
      popula
     
     
      ɐ
     
     
      tions
     
     
      hétérogènes
     
     
      sont
     
     
      globales,
     
     
      elles
     
     
      concernent
     
     
      la
     
     
      diversité
     
     
      des
     
     
      séquences
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      acide
     
     
      nucléique
     
     
      étudié,
     
     
      la
     
     
      représentation
     
     
      et
     
     
      la
     
     
      distribution
     
     
      des
     
     
      différentes
     
     
      séquences
     
     
      qui
     
     
      le
     
     
      constituent.
     
     
      10
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      Sondes
     
     
      homogènes
     
     
      spécifiques
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      séquence
     
     
      Par
     
     
      contre,
     
     
      des
     
     
      informations
     
     
      plus
     
     
      spécifiques
     
     
      sont
     
     
      obtenues
     
     
      si
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      des
     
     
      populations
     
     
      moléculaires
     
     
      est
     
     
      homogène
     
     
      et
     
     
      ne
     
     
      com
     
     
      ɐ
     
     
      prend
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      seul
     
     
      type
     
     
      de
     
     
      séquence
     
     
      caractérisé
     
     
      par
     
     
      sa
     
     
      composi
     
     
      ɐ
     
     
      tion,
     
     
      ses
     
     
      propriétés
     
     
      physico-chimiques
     
     
      ou
     
     
      son
     
     
      rôle
     
     
      biologique.
     
     
      Cette
     
     
      population
     
     
      joue
     
     
      un
     
     
      rôle
     
     
      de
     
     
      sonde
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      identification
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      locali
     
     
      ɐ
     
     
      sation
     
     
      de
     
     
      sa
     
     
      séquence
     
     
      complémentaire
     
     
      vis-à-vis
     
     
      de
     
     
      tout
     
     
      autre
     
     
      population
     
     
      hétérogène
     
     
      ou
     
     
      non
     
     
      renfermant
     
     
      cette
     
     
      séquence.
     
     
      Un
     
     
      ARN
     
     
      messager,
     
     
      par
     
     
      exemple,
     
     
      sert
     
     
      de
     
     
      sonde
     
     
      pour
     
     
      repérer,
     
     
      dans
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      génome,
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      unité
     
     
      génétique
     
     
      à
     
     
      partir
     
     
      de
     
     
      laquelle
     
     
      il
     
     
      est
     
     
      transcrit.
     
     
      Purification
     
     
      et
     
     
      marquage
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      sonde
     
     
      spécifique
     
     
      Il
     
     
      est
     
     
      difficile
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      isoler
     
     
      à
     
     
      partir
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      tissu
     
     
      ou
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      organe,
     
     
      sous
     
     
      une
     
     
      forme
     
     
      suffisamment
     
     
      pure
     
     
      et
     
     
      homogène,
     
     
      un
     
     
      ARN
     
     
      messager.
     
     
      Aussi,
     
     
      utilise-t-on
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      place
     
     
      du
     
     
      messager
     
     
      ses
     
     
      séquences
     
     
      complé
     
     
      ɐ
     
     
      mentaires
     
     
      et
     
     
      homologues
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      que
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      on
     
     
      peut
     
     
      obtenir
     
     
      en
     
     
      quanti
     
     
      ɐ
     
     
      té,
     
     
      de
     
     
      façon
     
     
      purissime
     
     
      et
     
     
      hautement
     
     
      radioactives.
     
     
      On
     
     
      sait
     
     
      mainte
     
     
      ɐ
     
     
      nant
     
     
      synthétiser
     
     
      un
     
     
      gène
     
     
      in
     
     
      vitro
     
     
      à
     
     
      partir
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      messager,
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      asso
     
     
      ɐ
     
     
      cier
     
     
      à
     
     
      un
     
     
      véhicule
     
     
      moléculaire,
     
     
      plasmide
     
     
      ou
     
     
      phage,
     
     
      et
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      intégrer
     
     
      isolément
     
     
      à
     
     
      une
     
     
      bactérie
     
     
      afin
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      amplifier
     
     
      par
     
     
      multiplication
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      fois
     
     
      du
     
     
      phage
     
     
      ou
     
     
      du
     
     
      plasmide
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      bactérie
     
     
      :
     
     
      on
     
     
      réalise
     
     
      ce
     
     
      que
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      on
     
     
      appelle
     
     
      un
     
     
      clonage
     
     
      moléculaire
     
     
      du
     
     
      gène.
     
     
      Ce
     
     
      clone
     
     
      molécu
     
     
      ɐ
     
     
      laire
     
     
      est
     
     
      rendu
     
     
      ensuite
     
     
      hautement
     
     
      radioactif
     
     
      par
     
     
      des
     
     
      processus
     
     
      enzymatiques
     
     
      de
     
     
      substitution
     
     
      de
     
     
      nucléotides
     
     
      radioactifs
     
     
      aux
     
     
      nu
     
     
      ɐ
     
     
      cléotides
     
     
      froids
     
     
      après
     
     
      coupures
     
     
      haplotomiques
     
     
      :
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      le
     
     
      procédé
     
     
      de
     
     
      coupure-substitution
     
     
      (nick-translation
     
     
      des
     
     
      anglo-saxons).
     
     
      Les
     
     
      étapes
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      élaboration
     
     
      de
     
     
      telles
     
     
      sondes
     
     
      sont
     
     
      schématisées
     
     
      sur
     
     
      la
     
     
      figure
     
     
      14.2.
     
     
      Le
     
     
      clonage
     
     
      constitue
     
     
      une
     
     
      méthode
     
     
      de
     
     
      purifica
     
     
      ɐ
     
     
      tion
     
     
      extrêmement
     
     
      puissante
     
     
      des
     
     
      séquences
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      puisqu
     
     
      ’
     
     
      il
     
     
      n
     
     
      ’
     
     
      y
     
     
      a
     
     
      pas
     
     
      de
     
     
      limitation
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      multiplication
     
     
      des
     
     
      bactéries
     
     
      et
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      en
     
     
      outre,
     
     
      on
     
     
      peut
     
     
      obtenir
     
     
      plusieurs
     
     
      centaines
     
     
      à
     
     
      quelques
     
     
      milliers
     
     
      de
     
     
      copies
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      même
     
     
      plasmide
     
     
      par
     
     
      bactérie.
     
     
      Cet
     
     
      ADN
     
     
      amplifié
     
     
      peut
     
     
      donc
     
     
      se
     
     
      substituer
     
     
      comme
     
     
      sonde
     
     
      au
     
     
      messager
     
     
      dont
     
     
      il
     
     
      est
     
     
      la
     
     
      copie,
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      au
     
     
      ɐ
     
     
      tre
     
     
      part,
     
     
      sa
     
     
      séquence
     
     
      primaire,
     
     
      permet
     
     
      de
     
     
      connaître
     
     
      celle
     
     
      du
     
     
      mes
     
     
      ɐ
     
     
      sager.
     
     
      Application
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      sonde
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      détection
     
     
      et
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      localisation
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      unité
     
     
      génétique
     
     
      Le
     
     
      repérage
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      unité
     
     
      génétique
     
     
      est
     
     
      réalisé,
     
     
      aussi
     
     
      bien
     
     
      sur
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      en
     
     
      solution
     
     
      que
     
     
      fixé
     
     
      sur
     
     
      des
     
     
      filtres
     
     
      de
     
     
      nitrocellulose
     
     
      (fig.
     
     
      14.3
     
     
      et
     
     
      14.7a)
     
     
      ou
     
     
      encore
     
     
      directement
     
     
      in
     
     
      situ
     
     
      sur
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      chro-
     
     
      mosomique(fig.
     
     
      14.24,
     
     
      14.50
     
     
      et
     
     
      14.69)
     
     
      ;
     
     
      cette
     
     
      application
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      ɐ
     
     
      des
     
     
      à
     
     
      des
     
     
      hybridations
     
     
      in
     
     
      situ
     
     
      a
     
     
      été
     
     
      inaugurée
     
     
      et
     
     
      développée
     
     
      par
     
     
      J.G.
     
     
      Gall
     
     
      et
     
     
      M.L.
     
     
      Pardue.
     
     
      Constituants
     
     
      moléculaires
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      poly
     
     
      A
     
     
      messager
     
     
      poly
     
     
      dT
     
     
      hybride
     
     
      gène
     
     
      synthétique
     
     
      poly
     
     
      dC
     
     
      poly
     
     
      dC-
     
     
      coupures
     
     
      haplotomiques
     
     
      sens
     
     
      de
     
     
      progression
     
     
      des
     
     
      poiymérases
     
     
      coupure
     
     
      et
     
     
      élimination
     
     
      du
     
     
      plasmide
     
     
      ARN
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      gène
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      plasmide
     
     
      ADN
     
     
      radioactif
     
     
      chromosomes
     
     
      bactériens
     
     
      Figure
     
     
      14.2
     
     
      Préparation
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      sonde
     
     
      moléculaire
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      gène
     
     
      à
     
     
      partir
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      ARN
     
     
      messager.
     
     
      1
     
     
      a)
     
     
      Synthèse
     
     
      du
     
     
      gène.
     
     
      A
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ARN
     
     
      messager
     
     
      initial
     
     
      vecteur
     
     
      de
     
     
      son
     
     
      segment
     
     
      poly
     
     
      A
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      extrémité
     
     
      3',
     
     
      on
     
     
      ajoute
     
     
      des
     
     
      segments
     
     
      poly
     
     
      dT
     
     
      qui
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      associent
     
     
      au
     
     
      poly
     
     
      A
     
     
      et
     
     
      servent
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      amorce
     
     
      pour
     
     
      la
     
     
      transcriptase
     
     
      inverse
     
     
      (A).
     
     
      Cette
     
     
      dernière
     
     
      polymérise 
     
     
      un
     
     
      brin
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      complémentaire
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ARN
     
     
      messager
     
     
      (B).
     
     
      On
     
     
      obtient
     
     
      une
     
     
      molécule
     
     
      bicaténaire
     
     
      hybride 
     
     
      ARN-ADN.
     
     
      L
     
     
      ’
     
     
      ARN
     
     
      est
     
     
      ensuite
     
     
      hydrolysé
     
     
      par
     
     
      la
     
     
      transcriptase
     
     
      elle-même
     
     
      qui
     
     
      se
     
     
      comporte
     
     
      comme
     
     
      une
     
     
      endo-
     
     
      12
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      fr
     
     
      E.
     
     
      coli
     
     
      •
     
     
      paroi
     
     
      1b
     
     
      plasmide
     
     
      chromosome
     
     
      plasmides
     
     
      l
     
     
      T
     
     
      i
     
     
      l
     
     
      l
     
     
      l
     
     
      l
     
     
      l
     
     
      l
     
     
      l
     
     
      l
     
     
      l
     
     
      I
     
     
      l
     
     
      l
     
     
      poly
     
     
      dG
     
     
      poly
     
     
      dG
     
     
      reconnaissance
     
     
      et
     
     
      appariement
     
     
      ligature
     
     
      plasmide
     
     
      hybride
     
     
      amplification
     
     
      bacterie
     
     
      transformée
     
     
      isolement
     
     
      du
     
     
      plasmide
     
     
      hybride
     
     
      nucléase.
     
     
      Par
     
     
      ailleurs,
     
     
      cette
     
     
      enzyme
     
     
      forme
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      extrémité
     
     
      3'
     
     
      du
     
     
      brin
     
     
      d'ADN
     
     
      un
     
     
      court
     
     
      segment
     
     
      auto
     
     
      ɐ
     
     
      complémentaire
     
     
      qui
     
     
      se
     
     
      reploie
     
     
      en
     
     
      crochet
     
     
      (C).
     
     
      L
     
     
      ’
     
     
      extrémité
     
     
      de
     
     
      ce
     
     
      crochet
     
     
      constitue
     
     
      une
     
     
      amorce
     
     
      pour
     
     
      la
     
     
      poly
     
     
      ɐ
     
     
      mérase
     
     
      I
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      de
     
     
      E.
     
     
      coli
     
     
      qui
     
     
      achève
     
     
      la
     
     
      synthèse
     
     
      du
     
     
      gène
     
     
      en
     
     
      polymérisant
     
     
      le
     
     
      deuxième
     
     
      brin
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      (D).
     
     
      Une
     
     
      endonucléase
     
     
      spécifique
     
     
      appelée
     
     
      SI
     
     
      ouvre
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      extrémité
     
     
      en
     
     
      épingle
     
     
      à
     
     
      cheveu,
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      autres
     
     
      endonucléases
     
     
      coupent
     
     
      les
     
     
      extrémités
     
     
      non
     
     
      appariées
     
     
      et
     
     
      éliminent
     
     
      quelques
     
     
      nucléotides
     
     
      aux
     
     
      extrémités
     
     
      5'
     
     
      des
     
     
      doubles
     
     
      brins,
     
     
      libérant
     
     
      ainsi
     
     
      les
     
     
      extrémités
     
     
      3'
     
     
      (E).
     
     
      Ces
     
     
      dernières
     
     
      servent
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      amorce
     
     
      à
     
     
      une
     
     
      transférase
     
     
      terminale
     
     
      qui
     
     
      leur
     
     
      ajoute
     
     
      une 
     
     
      séquence
     
     
      poly
     
     
      dC
     
     
      (F).
     
     
      (suite
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      légende
     
     
      page
     
     
      suivante)
     
     
      Constituants
     
     
      moléculaires
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      Figure
     
     
      14.2
     
     
      (suite)
     
     
      1
     
     
      b)
     
     
      Purification
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      plasmide
     
     
      (épisome)
     
     
      de
     
     
      E.
     
     
      coli.
     
     
      On
     
     
      utilise
     
     
      des
     
     
      plasmides
     
     
      portant
     
     
      des
     
     
      facteurs
     
     
      de
     
     
      résistance
     
     
      à
     
     
      des
     
     
      antibiotiques
     
     
      et
     
     
      possédant
     
     
      un
     
     
      site
     
     
      de 
     
     
      coupure
     
     
      par
     
     
      une
     
     
      endonucléase
     
     
      de
     
     
      restriction,
     
     
      dans
     
     
      une
     
     
      région
     
     
      non
     
     
      essentielle
     
     
      ce
     
     
      qui
     
     
      permet
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ouvrir
     
     
      le
     
     
      plasmide
     
     
      circulaire
     
     
      en
     
     
      une
     
     
      molécule
     
     
      linéaire.
     
     
      2)
     
     
      Confection
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      plasmide
     
     
      hybride.
     
     
      Des
     
     
      extrémités
     
     
      monocatenaires
     
     
      poly
     
     
      dG
     
     
      sont
     
     
      ajoutées
     
     
      par
     
     
      une
     
     
      transférase
     
     
      aux
     
     
      extrémités
     
     
      3'
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      plasmide
     
     
      (A).
     
     
      Les
     
     
      extrémités
     
     
      cohésives
     
     
      poly
     
     
      dC
     
     
      du
     
     
      gène
     
     
      et
     
     
      poly
     
     
      dG
     
     
      du
     
     
      plasmide
     
     
      se
     
     
      reconnaissent
     
     
      et
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      apparient
     
     
      (B).
     
     
      La
     
     
      continuité
     
     
      entre
     
     
      ces
     
     
      deux
     
     
      segments
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      est
     
     
      rétablie
     
     
      par
     
     
      des
     
     
      liaisons
     
     
      covalentes
     
     
      réalisées 
     
     
      par
     
     
      une
     
     
      ligase
     
     
      (C).
     
     
      Lorsqu
     
     
      ’
     
     
      on
     
     
      utilise
     
     
      un
     
     
      phage
     
     
      X.
     
     
      comme
     
     
      véhicule
     
     
      moléculaire,
     
     
      on
     
     
      purifie
     
     
      les
     
     
      deux
     
     
      extrémités
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      phage
     
     
      dont
     
     
      on
     
     
      a
     
     
      éliminé
     
     
      la
     
     
      région
     
     
      moyenne.
     
     
      En
     
     
      mélangeant
     
     
      ces
     
     
      extrémités
     
     
      à
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      gène
     
     
      on
     
     
      obtient
     
     
      des
     
     
      recombinants
     
     
      avec
     
     
      le
     
     
      gène
     
     
      inséré
     
     
      entre
     
     
      les
     
     
      deux
     
     
      bras
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      phage.
     
     
      3)
     
     
      Transformation
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      bactérie,
     
     
      amplification
     
     
      du
     
     
      plasmide
     
     
      hybride,
     
     
      isolement
     
     
      du
     
     
      plasmide
     
     
      amplifié.
     
     
      En
     
     
      plaçant
     
     
      des
     
     
      bactéries
     
     
      (E.
     
     
      coli)
     
     
      dépourvues
     
     
      de
     
     
      plasmides
     
     
      dans
     
     
      une
     
     
      solution
     
     
      de
     
     
      CaCl
     
     
      2
     
     
      et
     
     
      à
     
     
      basse
     
     
      température
     
     
      (0°C),
     
     
      leurs
     
     
      parois
     
     
      cellulaires
     
     
      fragilisées
     
     
      deviennent
     
     
      perméables
     
     
      au
     
     
      passage
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      étrangers.
     
     
      On
     
     
      intègre
     
     
      ainsi
     
     
      des
     
     
      plasmides
     
     
      hybrides
     
     
      aux
     
     
      bactéries
     
     
      (A).
     
     
      Le
     
     
      gène
     
     
      est
     
     
      donc
     
     
      multiplié
     
     
      avec
     
     
      la
     
     
      bactérie
     
     
      ;
     
     
      il
     
     
      est
     
     
      ensuite
     
     
      amplifié
     
     
      avec
     
     
      le
     
     
      plasmide
     
     
      qui,
     
     
      vecteur
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      facteur
     
     
      de
     
     
      résistance
     
     
      au
     
     
      chloramphénicol,
     
     
      se
     
     
      réplique
     
     
      en
     
     
      présence
     
     
      de
     
     
      cet
     
     
      agent
     
     
      qui
     
     
      bloque
     
     
      au
     
     
      contraire
     
     
      la
     
     
      réplication
     
     
      du
     
     
      chromosome
     
     
      bactérien
     
     
      (B). 
     
     
      Isolement
     
     
      du
     
     
      plasmide
     
     
      hybride
     
     
      (C).
     
     
      4)
     
     
      Marquage
     
     
      isotopique
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      gène
     
     
      par
     
     
      coupure-substitution
     
     
      («
     
     
      nick
     
     
      translation
     
     
      »).
     
     
      Ce
     
     
      marquage
     
     
      est
     
     
      basé
     
     
      sur
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      activité
     
     
      exonucléasique
     
     
      5'
     
     
      —
     
     
      »
     
     
      3'
     
     
      propre
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      polymérase
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      I
     
     
      de
     
     
      E.
     
     
      coli.
     
     
      Dans
     
     
      une
     
     
      première
     
     
      étape
     
     
      on
     
     
      réalise
     
     
      des
     
     
      coupures
     
     
      haplotomiques
     
     
      (flèches)
     
     
      par
     
     
      une
     
     
      DNase
     
     
      dans
     
     
      les
     
     
      deux
     
     
      chaînes
     
     
      du
     
     
      plasmide
     
     
      hybride
     
     
      qui
     
     
      a
     
     
      été
     
     
      ouvert
     
     
      (A).
     
     
      Après
     
     
      élimination
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      DNase,
     
     
      des
     
     
      désoxyribonucléosides
     
     
      triphosphates
     
     
      radioactifs
     
     
      et
     
     
      la
     
     
      polymérase
     
     
      I
     
     
      sont
     
     
      ajoutés
     
     
      au
     
     
      milieu.
     
     
      La
     
     
      polymérase
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      associe
     
     
      aux
     
     
      extrémités
     
     
      3'
     
     
      des
     
     
      incisions
     
     
      et
     
     
      allonge
     
     
      la
     
     
      chaîne
     
     
      en
     
     
      direction
     
     
      5'
     
     
      —
     
     
      *
     
     
      3'
     
     
      en
     
     
      polymérisant
     
     
      des
     
     
      précurseurs
     
     
      radioactifs,
     
     
      tout
     
     
      en
     
     
      excisant
     
     
      devant
     
     
      elle
     
     
      les
     
     
      nucléotides
     
     
      froids
     
     
      du
     
     
      bord
     
     
      5'
     
     
      des
     
     
      incisions.
     
     
      Il
     
     
      y
     
     
      a
     
     
      substitution
     
     
      des
     
     
      nucléotides
     
     
      radioactifs
     
     
      aux
     
     
      nucléotides
     
     
      froids
     
     
      sur
     
     
      chaque
     
     
      brin
     
     
      et
     
     
      le
     
     
      marquage
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      est
     
     
      très
     
     
      uniforme
     
     
      (B).
     
     
      Par
     
     
      des
     
     
      enzymes
     
     
      de
     
     
      restriction
     
     
      appropriées
     
     
      on
     
     
      peut
     
     
      éliminer
     
     
      les
     
     
      parties
     
     
      du
     
     
      plasmide 
     
     
      qui
     
     
      ne
     
     
      correspondent
     
     
      pas
     
     
      au
     
     
      gène
     
     
      inséré.
     
     
      Les
     
     
      sondes
     
     
      ainsi
     
     
      obtenues
     
     
      sont
     
     
      très
     
     
      pures,
     
     
      fortement
     
     
      amplifiées
     
     
      et 
     
     
      hautement
     
     
      radioactives.
     
     
      Un
     
     
      fragment
     
     
      de
     
     
      gène
     
     
      ou
     
     
      un
     
     
      gène
     
     
      entier,
     
     
      voire
     
     
      un
     
     
      ensemble
     
     
      de
     
     
      gènes,
     
     
      sont
     
     
      initialement
     
     
      insérés
     
     
      dans
     
     
      la
     
     
      bactérie
     
     
      ou
     
     
      le
     
     
      phage,
     
     
      la
     
     
      population
     
     
      moléculaire
     
     
      finale
     
     
      dérive
     
     
      de
     
     
      ce
     
     
      seul
     
     
      segment
     
     
      initial
     
     
      qui
     
     
      a
     
     
      été
     
     
      rigoureusement
     
     
      reproduit
     
     
      en
     
     
      des
     
     
      millions
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      exemplaires.
     
     
      On
     
     
      a
     
     
      réalisé
     
     
      un
     
     
      clone
     
     
      moléculaire.
     
     
      Cartographie
     
     
      des
     
     
      séquences
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      génome
     
     
      La
     
     
      réalisation
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      carte
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      organisation
     
     
      moléculaire
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      est
     
     
      conditionnée
     
     
      par
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      isolement
     
     
      de
     
     
      ses
     
     
      différentes
     
     
      sé
     
     
      ɐ
     
     
      quences,
     
     
      de
     
     
      façon
     
     
      reproductible.
     
     
      C
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      par
     
     
      centrifugation
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      dans
     
     
      des
     
     
      gradients
     
     
      de
     
     
      densité
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      ont
     
     
      été
     
     
      isolées
     
     
      les
     
     
      premiè
     
     
      ɐ
     
     
      res
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      entre-elles.
     
     
      Il
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      agit
     
     
      de
     
     
      séquences
     
     
      qui,
     
     
      en
     
     
      raison
     
     
      de
     
     
      leur
     
     
      présence
     
     
      en
     
     
      de
     
     
      nombreux
     
     
      exemplaires
     
     
      dans
     
     
      le
     
     
      génome
     
     
      des
     
     
      espè
     
     
      ɐ
     
     
      ces
     
     
      étudiées
     
     
      et
     
     
      de
     
     
      leur
     
     
      composition
     
     
      moyenne
     
     
      en
     
     
      bases,
     
     
      s
     
     
      ’
     
     
      isolent
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      fraction
     
     
      principale
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN,
     
     
      dans
     
     
      les
     
     
      gradients,
     
     
      en
     
     
      fractions
     
     
      14
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      mineures
     
     
      repérables
     
     
      sous
     
     
      la
     
     
      forme
     
     
      de
     
     
      pics
     
     
      satellites.
     
     
      Très
     
     
      peu
     
     
      de
     
     
      séquences
     
     
      cependant,
     
     
      peuvent
     
     
      être
     
     
      isolées
     
     
      en
     
     
      fractions
     
     
      satellites.
     
     
      Cette
     
     
      difficulté
     
     
      à
     
     
      obtenir
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ensemble
     
     
      des
     
     
      fractions
     
     
      du
     
     
      génome
     
     
      a
     
     
      été
     
     
      surmontée
     
     
      grâce
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      utilisation
     
     
      des
     
     
      enzymes
     
     
      de
     
     
      restriction.
     
     
      Ce
     
     
      sont
     
     
      des
     
     
      endonucléases
     
     
      qui
     
     
      reconnaissent
     
     
      une
     
     
      séquence
     
     
      de
     
     
      quelques
     
     
      paires
     
     
      de
     
     
      bases
     
     
      qui
     
     
      leur
     
     
      est
     
     
      spécifique.
     
     
      La
     
     
      séquence
     
     
      reconnue
     
     
      est
     
     
      souvent
     
     
      un
     
     
      palindrome,
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est-à-dire
     
     
      une
     
     
      structure
     
     
      constituée
     
     
      de
     
     
      deux
     
     
      séquences
     
     
      complémentaires
     
     
      inversées,
     
     
      dispo
     
     
      ɐ
     
     
      sées
     
     
      en
     
     
      tandem
     
     
      sur
     
     
      la
     
     
      même
     
     
      chaîne,
     
     
      avec
     
     
      par
     
     
      conséquent
     
     
      une
     
     
      organisation
     
     
      symétrique
     
     
      sur
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      autre
     
     
      chaîne.
     
     
      Les
     
     
      enzymes
     
     
      de
     
     
      res
     
     
      ɐ
     
     
      triction
     
     
      déterminent
     
     
      une
     
     
      coupure
     
     
      sur
     
     
      chaque
     
     
      chaîne
     
     
      section
     
     
      ɐ
     
     
      nant
     
     
      la
     
     
      double
     
     
      hélice,
     
     
      soit
     
     
      au
     
     
      niveau
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      des
     
     
      axes
     
     
      de
     
     
      symétrie,
     
     
      soit
     
     
      à
     
     
      un
     
     
      niveau
     
     
      différent,
     
     
      entraînant
     
     
      dans
     
     
      ce
     
     
      cas,
     
     
      la
     
     
      formation
     
     
      de
     
     
      deux
     
     
      extrémités
     
     
      cohésives,
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est-à-dire
     
     
      terminées
     
     
      par
     
     
      deux
     
     
      courtes
     
     
      chaînes
     
     
      appariables,
     
     
      parce
     
     
      que
     
     
      complémentaires.
     
     
      Plus
     
     
      de
     
     
      cin
     
     
      ɐ
     
     
      quante
     
     
      enzymes
     
     
      de
     
     
      restriction
     
     
      ont
     
     
      été
     
     
      isolées,
     
     
      elles
     
     
      ont
     
     
      générale
     
     
      ɐ
     
     
      ment
     
     
      une
     
     
      très
     
     
      haute
     
     
      spécificité,
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est-à-dire
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      elles
     
     
      ne
     
     
      reconnais
     
     
      ɐ
     
     
      sent
     
     
      chacune,
     
     
      qu
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      seule
     
     
      structure
     
     
      palindromique
     
     
      qui
     
     
      leur
     
     
      est
     
     
      propre
     
     
      (tableau
     
     
      14.11).
     
     
      Chaque
     
     
      enzyme
     
     
      de
     
     
      restriction
     
     
      coupe
     
     
      le
     
     
      génome
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      espèce
     
     
      en
     
     
      un
     
     
      nombre
     
     
      déterminé
     
     
      de
     
     
      sites
     
     
      correspondant
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      localisation
     
     
      des
     
     
      palindromes-cibles
     
     
      de
     
     
      cette
     
     
      enzyme
     
     
      ;
     
     
      par
     
     
      exemple
     
     
      EcoRI
     
     
      fragmente
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      total
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      poule
     
     
      en
     
     
      quelques
     
     
      400
     
     
      000
     
     
      segments
     
     
      origine
     
     
      microbienne
     
     
      dénomination
     
     
      séquences
     
     
      cibles
     
     
      des
     
     
      enzymes
     
     
      Escherichia
     
     
      coli
     
     
      EcoRI
     
     
      1
     
     
      5
     
     
      ’
     
     
      -
     
     
      G
     
     
      A
     
     
      A
     
     
      T
     
     
      T
     
     
      C
     
     
      -
     
     
      3'
     
     
      3'
     
     
      -
     
     
      C
     
     
      T
     
     
      T
     
     
      A
     
     
      A<3
     
     
      -
     
     
      5'
     
     
      T
     
     
      Haemophilus
     
     
      influenzae
     
     
      Hind
     
     
      II
     
     
      i
     
     
      5'
     
     
      -
     
     
      G
     
     
      T
     
     
      Py
     
     
      Pu
     
     
      A
     
     
      C
     
     
      -
     
     
      3'
     
     
      3'
     
     
      -
     
     
      C
     
     
      A
     
     
      Pu.Py
     
     
      T
     
     
      G
     
     
      -
     
     
      5'
     
     
      t
     
     
      Hind
     
     
      III
     
     
      l
     
     
      5'
     
     
      -
     
     
      A
     
     
      A
     
     
      G
     
     
      C
     
     
      T
     
     
      T
     
     
      -
     
     
      3'
     
     
      3'-TTCGA
     
     
      t
     
     
      A-5'
     
     
      Haemophilus
     
     
      parainfluenzae
     
     
      Hpa
     
     
      I
     
     
      l
     
     
      5'
     
     
      -
     
     
      G
     
     
      TT
     
     
      A
     
     
      A
     
     
      C-3'
     
     
      3'
     
     
      -
     
     
      C
     
     
      A
     
     
      AT
     
     
      T
     
     
      G
     
     
      -
     
     
      5'
     
     
      T
     
     
      Hpa
     
     
      II
     
     
      i
     
     
      5'
     
     
      -
     
     
      C
     
     
      C
     
     
      G
     
     
      G
     
     
      -
     
     
      3'
     
     
      3'
     
     
      -
     
     
      G
     
     
      G
     
     
      C
     
     
      .C
     
     
      -
     
     
      5'
     
     
      .
     
     
      A
     
     
      Bacillus
     
     
      amyloliquefaciens
     
     
      H
     
     
      Bam
     
     
      H
     
     
      I
     
     
      !
     
     
      5'
     
     
      -
     
     
      G
     
     
      G
     
     
      A
     
     
      T
     
     
      C
     
     
      C
     
     
      -
     
     
      3'
     
     
      3'
     
     
      -
     
     
      C
     
     
      C
     
     
      T
     
     
      A
     
     
      G.G
     
     
      -
     
     
      5'
     
     
      X
     
     
      5'
     
     
      -
     
     
      g
     
     
      !
     
     
      f^AATTC-3
     
     
      1
     
     
      3
     
     
      '
     
     
      -
     
     
      C
     
     
      T
     
     
      T
     
     
      A
     
     
      A
     
     
      '
     
     
      G
     
     
      -
     
     
      5
     
     
      '
     
     
      5
     
     
      ’
     
     
      -
     
     
      G
     
     
      T
     
     
      T
     
     
      t
     
     
      A
     
     
      A
     
     
      C
     
     
      ■
     
     
      3
     
     
      1
     
     
      3'
     
     
      -
     
     
      CAA
     
     
      |
     
     
      T
     
     
      T
     
     
      G
     
     
      -
     
     
      5'
     
     
      Tableau
     
     
      14.
     
     
      II
     
     
      Séquences
     
     
      de
     
     
      coupure
     
     
      et
     
     
      modes
     
     
      de
     
     
      clivage
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      endonucléases
     
     
      de
     
     
      restriction.
     
     
      Les
     
     
      flèches
     
     
      localisent
     
     
      les
     
     
      points
     
     
      de
     
     
      cou
     
     
      ɐ
     
     
      pure
     
     
      sur
     
     
      chaque
     
     
      chaîne
     
     
      coupure
     
     
      libérant
     
     
      des
     
     
      extrémités
     
     
      cohé-
     
     
      coupure
     
     
      libérant
     
     
      des
     
     
      bords
     
     
      francs
     
     
      sives
     
     
      (EcoRI)
     
     
      (Hpa
     
     
      I).
     
     
      Constituants
     
     
      moléculaires
     
     
      15
     
     
    
   
  

 
  
   
    
    
     
      
     
    
    
     
      1
     
     
      Électrophorèse
     
     
      de
     
     
      l'ADN
     
     
      d'un
     
     
      génome
     
     
      clivé
     
     
      par
     
     
      une
     
     
      enzyme
     
     
      de
     
     
      restriction
     
     
      2
     
     
      Transfert
     
     
      du
     
     
      spectre
     
     
      de
     
     
      séparation
     
     
      sur
     
     
      un
     
     
      filtre
     
     
      de
     
     
      nitrocellulose
     
     
      3
     
     
      Incubation
     
     
      avec
     
     
      la
     
     
      sonde
     
     
      radioactive
     
     
      4
     
     
      Localisation
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      classe
     
     
      de
     
     
      segments
     
     
      de
     
     
      restriction
     
     
      véhiculant
     
     
      le
     
     
      gène
     
     
      filtre
     
     
      de
     
     
      nitrocellulose
     
     
      puits
     
     
      de
     
     
      dépôt
     
     
      des
     
     
      segments
     
     
      de
     
     
      restriction
     
     
      dd
     
     
      dd
     
     
      gel
     
     
      d'agarose
     
     
      migration
     
     
      AON
     
     
      hybridé
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      sonde
     
     
      filtre
     
     
      de
     
     
      nitrocellulose
     
     
      repère
     
     
      de
     
     
      position
     
     
      Révélation
     
     
      des
     
     
      hybrides.
     
     
      Détection
     
     
      des
     
     
      phages
     
     
      vecteurs
     
     
      du
     
     
      gène
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      sonde
     
     
      #
     
     
      ...
     
     
      f:
     
     
      Lyse
     
     
      des
     
     
      colonies
     
     
      bactériennes
     
     
      par
     
     
      les
     
     
      phages
     
     
      recombinés
     
     
      Incubation
     
     
      du
     
     
      filtre
     
     
      dans
     
     
      la
     
     
      sonde
     
     
      radioactive
     
     
      Prise
     
     
      de
     
     
      l'empreinte
     
     
      des
     
     
      plages
     
     
      de
     
     
      lyse
     
     
      16
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      Figure
     
     
      14.3
     
     
      Utilisation
     
     
      de
     
     
      sondes
     
     
      spécifiques
     
     
      de
     
     
      gènes.
     
     
      a)
     
     
      Identification
     
     
      et
     
     
      isolement
     
     
      du
     
     
      segment
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      vecteur
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      gène.
     
     
      L
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      tissu
     
     
      est
     
     
      purifié
     
     
      puis
     
     
      découpé
     
     
      par
     
     
      une
     
     
      enzyme
     
     
      de
     
     
      restriction.
     
     
      Les
     
     
      différentes
     
     
      classes
     
     
      de
     
     
      tailles
     
     
      de
     
     
      segments
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      ainsi
     
     
      obtenues
     
     
      sont
     
     
      séparées
     
     
      par
     
     
      électrophorèse
     
     
      sur
     
     
      gel
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      agarose
     
     
      (1).
     
     
      Les
     
     
      fragments
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      même
     
     
      classe,
     
     
      en
     
     
      raison
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      méthode
     
     
      de
     
     
      découpage 
     
     
      utilisée,
     
     
      possèdent
     
     
      le
     
     
      même
     
     
      contenu
     
     
      informatique.
     
     
      Une
     
     
      feuille
     
     
      de
     
     
      nitrocellulose
     
     
      appliquée
     
     
      sur
     
     
      le
     
     
      gel
     
     
      en
     
     
      absorbant
     
     
      une 
     
     
      fraction
     
     
      des
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      gel
     
     
      dans
     
     
      leurs
     
     
      positions
     
     
      relatives,
     
     
      prend
     
     
      une
     
     
      empreinte
     
     
      du
     
     
      spectre
     
     
      électrophorétique
     
     
      :
     
     
      c
     
     
      ’
     
     
      est
     
     
      la
     
     
      méthode
     
     
      de
     
     
      transfert
     
     
      («
     
     
      blotting
     
     
      technique
     
     
      »)
     
     
      (2).
     
     
      Les
     
     
      ADN
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      empreinte,
     
     
      dénaturés,
     
     
      sont
     
     
      alors
     
     
      hybridés
     
     
      in
     
     
      situ
     
     
      avec
     
     
      la
     
     
      sonde
     
     
      radioactive
     
     
      également
     
     
      dénaturée
     
     
      (3).
     
     
      Après
     
     
      élimination
     
     
      des
     
     
      molécules
     
     
      non
     
     
      hybridées,
     
     
      les
     
     
      hybrides
     
     
      sont 
     
     
      localisés
     
     
      sur
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      empreinte
     
     
      par
     
     
      autoradiographie
     
     
      ou
     
     
      fluorographie
     
     
      (4).
     
     
      La
     
     
      position
     
     
      de
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      hybride
     
     
      localise
     
     
      et
     
     
      identifie
     
     
      la
     
     
      classe
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      vectrice
     
     
      du
     
     
      gène
     
     
      dont
     
     
      la
     
     
      fraction
     
     
      principale
     
     
      restée
     
     
      dans
     
     
      le
     
     
      gel
     
     
      peut
     
     
      être
     
     
      récupérée.
     
     
      b)
     
     
      Sélection
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      plasmide
     
     
      hybride
     
     
      ou
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      phage
     
     
      recombiné
     
     
      véhiculant
     
     
      un
     
     
      gène.
     
     
      L
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      total
     
     
      du
     
     
      génome
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      organisme
     
     
      est
     
     
      fragmenté
     
     
      et
     
     
      mélangé
     
     
      à
     
     
      des
     
     
      véhicules
     
     
      moléculaires
     
     
      (plasmides
     
     
      ou
     
     
      phages)
     
     
      pour
     
     
      être
     
     
      recombiné
     
     
      à
     
     
      ces
     
     
      derniers
     
     
      et
     
     
      ensuite
     
     
      inséré
     
     
      dans
     
     
      des
     
     
      bactéries
     
     
      selon
     
     
      la
     
     
      technique
     
     
      décrite
     
     
      dans
     
     
      la
     
     
      fig.
     
     
      14.2.
     
     
      Tout
     
     
      le
     
     
      génome
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      une
     
     
      espèce
     
     
      peut
     
     
      être
     
     
      ainsi
     
     
      intégré.
     
     
      On
     
     
      obtient,
     
     
      dès
     
     
      lors,
     
     
      une
     
     
      véritable
     
     
      banque
     
     
      de
     
     
      gènes 
     
     
      de
     
     
      laquelle
     
     
      on
     
     
      peut
     
     
      retirer
     
     
      les
     
     
      gènes
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      aide
     
     
      de
     
     
      sondes
     
     
      spécifiques.
     
     
      Dans
     
     
      le
     
     
      cas
     
     
      où
     
     
      le
     
     
      véhicule
     
     
      moléculaire
     
     
      est
     
     
      un
     
     
      phage
     
     
      on
     
     
      induit
     
     
      par
     
     
      action
     
     
      des
     
     
      ultraviolets
     
     
      la
     
     
      lyse
     
     
      des
     
     
      colonies
     
     
      bactériennes
     
     
      contenant
     
     
      ce
     
     
      phage
     
     
      (1).
     
     
      Puis
     
     
      on
     
     
      applique
     
     
      directement
     
     
      à
     
     
      la
     
     
      surface
     
     
      de
     
     
      la
     
     
      culture
     
     
      un
     
     
      disque
     
     
      de
     
     
      nitrocellulose
     
     
      qui
     
     
      absorbe
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      ADN
     
     
      libre
     
     
      des
     
     
      plages
     
     
      de
     
     
      lyse
     
     
      (2).
     
     
      On
     
     
      prend
     
     
      ainsi
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      empreinte
     
     
      des
     
     
      ADN
     
     
      libérés.
     
     
      Les
     
     
      ADN
     
     
      du
     
     
      disque
     
     
      sont
     
     
      hybridés
     
     
      avec
     
     
      une
     
     
      sonde
     
     
      radioactive
     
     
      (3)
     
     
      et
     
     
      les
     
     
      vecteurs
     
     
      du
     
     
      gène
     
     
      repérés
     
     
      sur
     
     
      le
     
     
      filtre
     
     
      (4).
     
     
      Les
     
     
      phages
     
     
      recombinés
     
     
      correspondants
     
     
      sont
     
     
      isolés.
     
     
      Dans
     
     
      le
     
     
      cas
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      plasmide,
     
     
      on
     
     
      réalise
     
     
      une
     
     
      empreinte
     
     
      des
     
     
      colonies
     
     
      bactériennes
     
     
      transformées,
     
     
      à
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      aide
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      un
     
     
      disque
     
     
      de
     
     
      papier
     
     
      filtre
     
     
      lequel
     
     
      est
     
     
      trempé
     
     
      dans
     
     
      un
     
     
      détergent
     
     
      qui
     
     
      lyse
     
     
      les
     
     
      bactéries
     
     
      et
     
     
      libère
     
     
      leurs
     
     
      plasmides.
     
     
      Ce
     
     
      disque
     
     
      est
     
     
      alors
     
     
      appliqué
     
     
      sur
     
     
      un
     
     
      deuxième
     
     
      disque
     
     
      de
     
     
      nitrocellulose
     
     
      qui
     
     
      prend
     
     
      une
     
     
      empreinte
     
     
      des
     
     
      ADN
     
     
      libérés 
     
     
      (non
     
     
      schématisé).
     
     
      Les
     
     
      sondes
     
     
      sont
     
     
      également
     
     
      utilisées
     
     
      pour
     
     
      localiser
     
     
      les
     
     
      gènes
     
     
      sur
     
     
      les
     
     
      chromosomes.
     
     
      Pour
     
     
      cela
     
     
      les
     
     
      chromosomes
     
     
      sont
     
     
      préparés
     
     
      pour
     
     
      l
     
     
      ’
     
     
      observation.
     
     
      Après
     
     
      dénaturation
     
     
      de
     
     
      leur
     
     
      ADN
     
     
      ils
     
     
      sont
     
     
      incubés
     
     
      avec
     
     
      les
     
     
      sondes
     
     
      radioactives.
     
     
      L
     
     
      ’
     
     
      hybridation
     
     
      a
     
     
      donc
     
     
      lieu
     
     
      au
     
     
      niveau
     
     
      même
     
     
      du
     
     
      chromosome
     
     
      :
     
     
      on
     
     
      parle
     
     
      d
     
     
      ’
     
     
      hybridation
     
     
      moléculaire
     
     
      in
     
     
      situ.
     
     
      Après
     
     
      élimination
     
     
      des
     
     
      sondes
     
     
      non
     
     
      hybridées,
     
     
      on
     
     
      localise
     
     
      par
     
     
      autoradiographie
     
     
      la
     
     
      position
     
     
      des
     
     
      hybrides
     
     
      sur
     
     
      les
     
     
      chromosomes,
     
     
      cette
     
     
      méthode
     
     
      est
     
     
      illustrée
     
     
      plus
     
     
      loin
     
     
      par
     
     
      les
     
     
      figures
     
     
      14.24,
     
     
      14.50
     
     
      et
     
     
      14.69.
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Figure 14.3
Utilisation de sondes spécifiques de génes.

a) Identification et isolement du segment d'ADN vecteur d'un géne.
L’ADN d'un tissu est purifié puis découpé par une enzyme de
restriction. Les différentes classes de tailles de segments d’ADN ainsi
obtenues sont séparées par électrophorése sur gel d’agarose (1). Les
fragments d'une méme classe, en raison de la méthode de découpage
utilisée, possédent le méme contenu informatique.

Une feuille de nitrocellulose appliquée sur le gel en absorbant une
fraction des ADN du gel dans leurs positions relatives, prend une
empreinte du spectre électrophorétique : c'est la méthode de transfert
(« blotting technique ») (2).

Les ADN de I'empreinte, dénaturés, sont alors hybridés in situ avec
la sonde radioactive également dénaturée (3).

Apreés élimination des molécules non hybridées, les hybrides sont
localisés sur I'empreinte par autoradiographie ou fluorographie (4).
La position de I'hybride localise et identifie la classe d’ADN vectrice
du gene dont la fraction principale restée dans le gel peut étre
récupérée.

b) Sélection d'un plasmide hybride ou d'un phage recombiné
véhiculant un gene.

L'ADN total du génome d’un organisme est fragmenté et mélangé a
des véhicules moléculaires (plasmides ou phages) pour étre
recombiné a ces derniers et ensuite inséré dans des bactéries selon la
technique décrite dans la fig. 14.2. Tout le génome d’une espeéce peut
étre ainsi intégré. On obtient, dés lors, une véritable banque de génes
de laquelle on peut retirer les génes a I'aide de sondes spécifiques.
Dans le cas o le véhicule moléculaire est un phage on induit par
action des ultraviolets la lyse des colonies bactériennes contenant ce
phage (1). Puis on applique directement 2 la surface de la culture un
disque de nitrocellulose qui absorbe I’ADN libre des plages de lyse
(2). On prend ainsi I'empreinte des ADN libérés. Les ADN du
disque sont hybridés avec une sonde radioactive (3) et les vecteurs du
geéne repérés sur le filtre (4). Les phages recombinés correspondants
sont isolés.

Dans le cas d’un plasmide, on réalise une empreinte des colonies
bactériennes transformées, a I'aide d’un disque de papier filtre lequel
est trempé dans un détergent qui lyse les bactéries et libére leurs
plasmides. Ce disque est alors appliqué sur un deuxieme disque de
nitrocellulose qui prend une empreinte des ADN libérés

(non schématisé).

Les sondes sont également utilisées pour localiser les génes sur les
chromosomes. Pour cela les chromosomes sont préparés pour
'observation. Aprés dénaturation de leur ADN ils sont incubés avec
les sondes radioactives. L’hybridation a donc lieu au niveau méme du
chromosome : on parle d’hybridation moléculaire in situ. Apres
élimination des sondes non hybridées, on localise par
autoradiographie la position des hybrides sur les chromosomes, cette
méthode est illustrée plus loin par les figures 14.24, 14.50 et 14.69.

Constituants moléculaires
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14. Chromosomes

Découverte, définition

Les chromosomes ont été découverts aux environs de 1880, a
la suite des recherches sur la division cellulaire. Le noyau, en
effet, au stade qui précede la division de la cellule, contient un
réseau d’aspect fibrillaire qui a une forte affinité pour les colo-
rants basiques et auquel W. Flemming (1879) donna le nom de
chromatine. Lors de la division, I'enveloppe nucléaire disparait,
tandis que son contenu fibrillaire se transforme en un ensemble de
filaments indépendants qui se condensent en structures allongées
en batonnets : les chromosomes.

Plusieurs chercheurs de cette époque, notamment E. Strasburger (1880),
W. Flemming (1881), E. Van Beneden (1883), observerent I'individualisa-
tion de ces formations & partir de la chromatine et c’est W. Waldeyer
(1888) qui leur donna le nom de chromosomes ou « corps colorés » en
raison de leur aptitude a se colorer fortement par les colorants basiques.

A la fin de la division, les chromosomes se décondensent
pour donner & nouveau un réseau de chromatine dans lequel leur
individualité semble disparaitre, ils réapparaitront lors de la divi-
sion suivante. C'est pourquoi on est trés rapidement arrivé a la
conclusion que les, chromosomes sont des organites nucléaires
permanents et que chromosome et chromatine sont deux états
morphologiques des mémes entités cellulaires; le premier carac-
téristique de la division cellulaire, le second caractéristique de la
période qui sépare deux divisions successives : l'interphase.

Les eucaryotes sont pour la plupart diploides, c’est-a-dire
que leurs noyaux contiennent deux jeux semblables de chromo-
somes (chromosomes homologues). Chaque jeu, formé de chro-
mosomes tous différents, constitue un lot haploide.

On désigne par mitose (mitosis, filament) le type de division
cellulaire au cours de laquelle s’individualisent les chromosomes.
Au début de la mitose, chaque chromosome qui a subi une dupli-

Frontispice.

Chromosome métaphasique
humain ayant subi une
désorganisation ménagée qui a

libéré son ADN de son réseau de

maintien protéique. Cette image
est révélatrice de la prodigieuse
longueur des molécules d’ADN
des chromatides et de la
condensation extréme qu'elles
subissent a la métaphase ;

X 18500 (micrographie
€lectronique J.R. Paulson et
U.K. Laemmli, 1977).

Chromosomes


















































































OEBPS/images/2185x2980-0579fka34r6m56-s549.jpg
Tableau 14. 1
Contenu d’ADN du stock

diploide (2C) chez quelques

espéces animales.

6 Chromosomes

valeur absolue longueur totale
espéces en de I'ADN
picogrammes” en métres
Echinodermes
Strongylocentrotus
purpuratus 1,78 0,57
Insectes
Drosophila hydei 04 0,13
Chironomus tentans 05 0,16
Amphibiens
Xenopus laevis 6.3 2,03
Amphiuma means 192 62,00
Oiseaux
Gallus domesticus 2,88 0,93
Mammiféres
Canis familiaris 5,86 1,89
Equus caballus 6,36 2,05
Homo sapiens 7.30 2,36

“d'aprés M.J.D. White 1973.

I'espéce ou lot haploide : c’est précisément ce stock haploide que
contient le spermatozoide. Une cellule diploide qui ne se divise
pas, renferme donc 2C d’ADN chromosomique. En valeur abso-
lue, ces masses, chez les eucaryotes, sont de I'ordre de quelques
picogrammes, exceptionnellement de quelques dizaines de pico-
grammes ; elles sont souvent exprimées en nombre de paires de
nucléotides (tableau 14.I).

L'enchainement ordonné des nucléotides définit la structure
primaire d'un acide nucléique. L’ADN est constitué par deux
chaines complémentaires antiparalléles associées par des liaisons
hydrogénes et formant une fibre bicaténaire ou duplex. Le chro-
mosome est une structure fondamentalement linéaire contenant
une molécule unique d’ADN. Cette notion recouvre deux as-
pects : elle signifie, en premier lieu que le duplex d’ADN de cha-
que chromosome ne comporte aucune interruption, en second
lieu que ce duplex est en un seul exemplaire par chromosome,
c'est 'uninémie (un seul filament).

Les arguments en faveur de cette unicité sont essentiellement indirects :
génétiques et moléculaires. En effet, les molécules d’ADN, en raison de
leur taille extraordinaire, plusieurs centimétres pour les plus grands chro-
mosomes, sont difficiles & isoler intactes, parce que fragiles, et surtout a
observer directement dans leur intégralité en microscopie électronique.
Des arguments directs ont néanmoins été apportés. Les images d’étale-
ment d’ADN de chromosomes métaphasiques suggérent I'absence d'in-
terruptions dans cet ADN (fig. 14.29). On a, par ailleurs, obtenu a partir
de cellules de drosophiles, des molécules d’ADN dont les plus grandes
ont une longueur correspondant a la quantité d’ADN contenue dans les
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plus grands chromosomes de cette espéce. Ces molécules sont linéaires
et non ramifiées.

Aprés la phase de duplication, chaque chromosome renfer-
me, dans linterprétation uninémique, deux molécules d’ADN
identiques, une par chromatide. Ces deux molécules sont effecti-
vement apparentes au niveau des chromosomes dupliqués au
début de la mitose ou de la méiose lorsqu'ils ont été débarrassés
de leurs protéines. Il y a donc une relation d’équivalence simple
entre le nombre de chromatides (ou de chromosomes) et le nom-
bre de molécules d’ADN : la valeur 2C correspond a 2n molécules
d’ADN.

Lors de la réplication et de la transcription, les séquences
nucléotidiques sont copiées point par point et a la méiose, les
molécules homologues d’ADN se reconnaissent également point
par point. La structure linéaire de I'ADN est, sans aucun doute, la
structure la plus favorable a la reproduction et a I'appariement du
matériel génétique. Ceci signifie que le chromosome lui-méme
est une structure accessible dans son intégralité aux processus
linéaires de polymérisation et d’appariement.

Les deux brins du duplex d’ADN adoptent une configuration
en double hélice correspondant a la structure secondaire de la
molécule d’ADN. Cette molécule peut prendre plusieurs configu-
rations secondaires : la forme normale de I'’ADN en solution est la
forme B, elle correspond a 10 paires de bases (pb) par tour d’héli-
ce; les formes A et C contiennent respectivement 11 et 9'/; pb par
tour.

Les molécules bicaténaires linéaires d’ADN sont relative-
ment rigides le long de leur axe. Les configurations qu'elles adop-
tent dans les architectures chromosomiques leur imposent des
contraintes qui résultent de déformations de leur structure secon-
daire et se répercutent sur leur structure tertiaire.

Les agents dénaturant la double hélice ou s’intercalant entre
ses bases, de méme que la réplication qui nécessite une détorsion
et une séparation des deux brins de la double hélice. introduisent
des contraintes localisées dans la molécule d’ADN du chromoso-
me qui ne peut tourner sur elle-méme, en raison de sa grande
taille et de son architecture. Nous verrons (p. 56) qu'il existe des
mécanismes moléculaires permettant, notamment lors de la répli-
cation, de supprimer ces contraintes.

Comment se manifestent ces contraintes? Supposons que l'on pratique
une coupure haplotomique” de I'une des chaines dans une double hélice
d’ADN circulaire, qu'on déroule I'une des extrémités coupée sur quel-
ques tours, puis qu'on la ressoude a l'autre extrémité pour obtenir a
nouveau une forme circulaire bicaténaire continue. A la suite de cette
intervention, le nombre de tours d’hélice a diminué pour le méme nom-
bre de paires de bases de la molécule. Cette modification de la structure

* La coupure d'une des chaines
d'un ADN duplex est dite
haplotomique ; la coupure des
deux chaines est dite diplotomique.
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Chromosomes

cation au cours de I'interphase qui précéde, a une structure dou-
ble. 11 est en effet constitué de deux sous-unités identiques asso-
ciées : les chromatides. Les deux chromatides se séparent ensuite
pour donner les chromosomes-fils qui se distribuent dans les deux
cellules issues de la mitose. La mitose est donc un processus de
partage et de distribution des chromosomes dupliqués. Elle abou-
tit a la formation de deux cellules diploides.

Par ailleurs, a chaque cycle de reproduction sexuée, chez les
eucaryotes, lors de la différenciation des cellules sexuelles, se
réalisent deux divisions cellulaires successives, particulieres, for-
mant la méiose au cours de laquelle les chromosomes se recombi-
nent entre eux. Le partage des chromosomes lors de la méiose
conduit 4 la formation de cellules haploides.

Les chromosomes sont les dépositaires et les vecteurs du maté-
riel génétique et le lieu de son expression primaire.

Le matériel génétique formant le patrimoine héréditaire d’un individu
est constitué par un ensemble d'unités fonctionnelles, les genes. Ces
derniers, dans leur immense majorité, sont portés par les chromosomes.
Cette relation géne-chromosome qui, a I'origine, a été proposée comme
une théorie — la théorie chromosomique de I'hérédité — est maintenant
un fait bien établi. Un petit nombre de génes cependant ne sont pas liés
aux chromosomes, mais sont associés a des organites cytoplasmiques
(mitochondries, chloroplastes) ou méme & des structures nucléaires tran-
sitoires dérivées des chromosomes (nucléoles libres, plasmides).

Les chromosomes sont donc responsables du stockage, de la
transmission et de I'expression des informations du patrimoine
héréditaire. Par suite, les variations physiologiques, génétiques,
ontogénétiques et phylogénétiques du matériel génétique se réper-
cutent, dans une certaine mesure, sur leur morphologie.

Sur le plan moléculaire, ces organites sont des édifices
complexes comportant trois types de molécules : des acides
désoxyribonucléiques, ADN, des acides ribonucléiques, ARN, des
protéines. Ils sont le siége d’activités métaboliques correspon-
dant a la genese des acides nucléiques : biosynthése des acides
désoxyribonucléiques ou réplication et biosynthése des acides
ribonucléiques ou transcription.

En dépit d'une trés grande diversité de formes, les chromoso-
mes possédent a travers tous les organismes pluricellulaires ani-
maux et végétaux, une unité fondamentale d’organisation et de
fonctionnement.

Parmi les organites cellulaires, c'est sans conteste le chromo-
some qui offre la plus belle illustration des relations structure-
fonction. Aussi, est-il préférable de ne pas dissocier dans son
étude les aspects physiologiques des aspects architecturaux qui
leur correspondent.

Nous examinerons, tout d'abord, la nature et les propriétés
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des constituants moléculaires du chromosome des ecucaryotes,
puis 'organisation de son ossature primaire. Nous aborderons
ensuite I'étude de la structure et de la physiologie du chromosome
dans les deux réles essentiels de cet organite : celui de la transmis-
sion et celui de 'expression de I'information du patrimoine hérédi-
taire.

14.1. Constituants moléculaires

Le chromosome est un édifice formé par un ensemble organisé de
molécules, au sein duquel une espéce, 'ADN, représente un
constituant permanent. Des protéines, les histones, intimement
associées 4 'ADN et jouant un réle essentiellement architectu-
ral, ont également un caractére de composant quasi permanent.
Par contre, d'autres catégories moléculaires sont intégrées de
fagon transitoire au complexe chromosomique. Les diverses clas-
ses d’ARN synthétisés dans le noyau, appartiennent a ce groupe ;
ces ARN transcrits a partir de 'ADN du chromosome font partie
intégrante de son architecture durant leur genése. De méme,
nombre de protéines intervenant dans la réplication, la transcrip-
tion ou encore les processus de condensation et de décondensa-
tion des chromosomes, lors de la mitose, de la méiose ou de
I'interphase, figurent parmi les molécules dont Iinsertion dans
I'édifice chromosomique est soit transitoire soit réversible. En
d’autres termes, le chromosome n’est pas une entité biochimi-
que, mais une entité cellulaire en équilibre dynamique.

14.1.1. ADN

C'est 'ADN qui est le dépositaire de I'information génétique de
la cellule et son vecteur au travers des générations cellulaires.
Constituant permanent et stable du chromosome, il en est I'élé-
ment fondamental, tant sur le plan structural que fonctionnel. On
verra, en effet, que les propriétés du chromosome sont étroite-
ment liées a celles de '’ADN.

14.1.1.1. FORME MOLECULAIRE ET PROPRIETES DE L'ADN CHROMOSOMIQUE

La quantité moyenne d’ADN par noyau varie de fagon importan-
te d’'une espéce a I'autre, mais elle est constante pour les noyaux
des différents tissus somatiques d'une méme espéce. Par contre,
la teneur en ADN du spermatozoide est moitié moindre de celle
des noyaux somatiques de la méme espéce. Pour les mesures
relatives, la masse d’ADN de référence utilisée, symbolisée par la
lettre C, est celle contenue dans le jeu de base de chromosomes de
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nucléase. Par ailleurs, cette enzyme forme a I'extrémité 3’ du brin d’ADN un court segment auto-
complémentaire qui se reploie en crochet (C). L'extrémité de ce crochet constitue une amorce pour la poly-
mérase I de 'ADN de E. coli qui achéve la synthése du géne en polymérisant le deuxiéme brin d’ADN (D).
Une endonucléase spécifique appelée S1 ouvre I'extrémité en épingle a cheveu, d’autres endonucléases coupent
les extrémités non appariées et éliminent quelques nucléotides aux extrémités 5’ des doubles brins, libérant
ainsi les extrémités 3’ (E). Ces derniéres servent d’amorce a une transférase terminale qui leur ajoute une
séquence poly dC (F).

(suite de la légende page suivante)
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Figure 14.2

Préparation d’une sonde moléculaire d’un gene a partir de son ARN messager.

1 a) Synthése du géne.

A I'ARN messager initial vecteur de son segment poly A a I'extrémité 3', on ajoute des segments poly dT
qui s'associent au poly A et servent d'amorce pour la transcriptase inverse (A). Cette derniére polymérise
un brin d’ADN complémentaire de I'’ARN messager (B). On obtient une molécule bicaténaire hybride
ARN-ADN. L'ARN est ensuite hydrolysé par la transcriptase elle-méme qui se comporte comme une endo-
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formé. On estime, en effet, que pour 1,5% seulement de bases
non complémentaires, entre deux chaines d’ADN réassociées, la
température de dissociation du duplex est abaissée de 1 °C. Ces
réassociations ADN-ADN (renaturation), ARN-ADN (hybrida-
tion) ou encore ARN-ARN, sont donc hautement spécifiques, si
elles sont réalisées a une température appropriée. C'est sur cette
spécificité que reposent les deux méthodes d’analyse qui consis-
tent, I'une a évaluer le degré d’identité des séquences entre deux
types ou deux populations de chaines, I'autre a utiliser un type de
séquence pour identifier et localiser sa séquence complémentaire.

Sondes hétérogénes

Les premieres méthodes de fragmentation de I’ADN aboutis-
saient a I'obtention de populations de segments de taille homoge-
ne, mais a contenu hétérogéne. Dans ce cas, les expériences
consistaient essentiellement a mesurer le taux et la cinétique de
réassociation des chaines monocaténaires de ces populations.

Prenons I'exemple de I'analyse de I'ADN du génome par renaturation.
Elle comporte les étapes suivantes :

— I'’ADN purifié est fragmenté par passage sous une forte pression au
travers d'un orifice étroit, Les segments obtenus ont une taille détermi-
née, uniforme. On utilise des populations dont les tailles se situent, selon
les expériences, entre 3.10° et 10° paires de nucléotides.

— les segments sont dénaturés par un court chauffage a 100°C, puis
refroidis brutalement de fagon a ce que les chaines complémentaires ne
puissent se renaturer.

— cette population monocaténaire est alors replacée dans des condi-
tions de force ionique et de température optimales pour sa renaturation.
— on mesure alors la quantité de duplex formée en fonction du temps.

Le taux de renaturation d’une séquence déterminée est fonc-
tion du nombre de copies présentes dans le génome. Les séquen-
ces nombreuses ayant plus de chance d'entrer en collision se
réassocient trés rapidement par rapport aux séquences uniques.

On peut de la méme fagon sonder la population d’ARN
d'une catégorie cellulaire, chez un individu, par hybridation avec
I’ADN du génome de cet individu. Ceci permet de connaitre la
proportion de génome transcrite dans ce type de cellule, ainsi que
la fréquence des séquences différentes représentées dans la popu-
lation d’ARN sondée.

Dans ce genre d'étude on désigne par complexité d’une popu-
lation de molécules d’acides nucléiques, la longueur totale des
séquences différentes représentées dans cette population.

Les données recueillies par de telles confrontations de popula-
tions hétérogénes sont globales, elles concernent la diversité des
séquences de l'acide nucléique étudié, la représentation et la
distribution des différentes séquences qui le constituent.

















































OEBPS/images/2191x2977-05e5yuexkgpheu-s548.jpg
Sondes homogeénes spécifiques d’une séquence

Par contre, des informations plus spécifiques sont obtenues
si I'une des populations moléculaires est homogéne et ne com-
prend qu'un seul type de séquence caractérisé par sa composi-
tion, ses propriétés physico-chimiques ou son role biologique.
Cette population joue un réle de sonde d'identification et de locali-
sation de sa séquence complémentaire vis-a-vis de tout autre
population hétérogéne ou non renfermant cette séquence. Un
ARN messager, par exemple, sert de sonde pour repérer, dans
I’ADN d'un génome, I'unité génétique a partir de laquelle il est
transcrit.

Purification et marquage d'une sonde spécifique

11 est difficile d'isoler a partir d’un tissu ou d’un organe, sous
une forme suffisamment pure et homogéne, un ARN messager.
Aussi, utilise-t-on a la place du messager ses séquences complé-
mentaires et homologues d’ADN que I'on peut obtenir en quanti-
té, de fagon purissime et hautement radioactives. On sait mainte-
nant synthétiser un géne in vitro a partir de son messager, I'asso-
cier a un véhicule moléculaire, plasmide ou phage, et I'intégrer
isolément & une bactérie afin de I'amplifier par multiplication a la
fois du phage ou du plasmide et de la bactérie : on réalise ce que
'on appelle un clonage moléculaire du geéne. Ce clone molécu-
laire est rendu ensuite hautement radioactif par des processus
enzymatiques de substitution de nucléotides radioactifs aux nu-
cléotides froids aprés coupures haplotomiques : c'est le procédé
de coupure-substitution (nick-translation des anglo-saxons).

Les étapes d’élaboration de telles sondes sont schématisées
sur la figure 14.2. Le clonage constitue une méthode de purifica-
tion extrémement puissante des séquences d’ADN puisqu’il n'y a
pas de limitation a la multiplication des bactéries et qu'en outre,
on peut obtenir plusieurs centaines a quelques milliers de copies
d’'un méme plasmide par bactérie. Cet ADN amplifié peut donc
se substituer comme sonde au messager dont il est la copie, d'au-
tre part, sa séquence primaire, permet de connaitre celle du mes-
sager.

Application de la sonde a la détection et a la localisation d'une unité
génétique

Le repérage d’une unité génétique est réalisé, aussi bien sur
de 'ADN en solution que fixé sur des filtres de nitrocellulose
(fig. 14.3 et 14.7a) ou encore directement in situ sur 'ADN chro-
mosomique(fig. 14.24, 14.50 et 14.69); cette application de son-
des a des hybridations in situ a été inaugurée et développée par
J.G. Gall et M.L. Pardue.

Constituants moléculaires
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mineures repérables sous la forme de pics satellites. Trés peu de
séquences cependant, peuvent étre isolées en fractions satellites.

Cette difficulté a obtenir I'ensemble des fractions du génome
a été surmontée grace a l'utilisation des enzymes de restriction.
Ce sont des endonucléases qui reconnaissent une séquence de
quelques paires de bases qui leur est spécifique. La séquence
reconnue est souvent un palindrome, c'est-a-dire une structure
constituée de deux séquences complémentaires inversées, dispo-
sées en tandem sur la méme chaine, avec par conséquent une
organisation symétrique sur l'autre chaine. Les enzymes de res-
triction déterminent une coupure sur chaque chaine section-
nant la double hélice, soit au niveau de I'un des axes de symétrie,
soit & un niveau différent, entrainant dans ce cas, la formation de
deux extrémités cohésives, c'est-a-dire terminées par deux courtes
chaines appariables, parce que complémentaires. Plus de cin-
quante enzymes de restriction ont été isolées, elles ont générale-
ment une trés haute spécificité, c’est-a-dire qu’elles ne reconnais-
sent chacune, qu'une seule structure palindromique qui leur est
propre (tableau 14.1I).

Chaque enzyme de restriction coupe le génome d’une espéce
en un nombre déterminé de sites correspondant a la localisation
des palindromes-cibles de cette enzyme; par exemple EcoRI
fragmente ’ADN total de la poule en quelques 400 000 segments
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Bacillus amyloliquefaciens H

5-G. w TC-¥
3-CTTAA 'G-5
coupure libérant des extrémités cohé-
sives (EcoRI)

5
Bam H | 3

c
5-GTT
3-CAA
coupure libérant des bords francs
(Hpa I).

TTG-5

Tableau 14. IT

Séquences de coupure et modes
de clivage d’endonucléases de
restriction.

Les fléches localisent les points de cou-
pure sur chaque chaine
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14.1.1.2 ORGANISATION DE L'ADN

Le probléme fondamental que pose 'ADN, dans le cadre de sa
relation avec la structure et la physiologie du chromosome, est
celui de la distribution et de I'organisation des informations le
long de I'axe de sa molécule linéaire ; c’est ce probléme qui sera
envisagé maintenant.

Méthodes d'études

On ne peut espérer progresser dans la compréhension de la
physiologie du chromosome liée a I'expression de I'information,
que dans la mesure ol I'on sait :

— isoler, en quantité et de fagon suffisamment pure, les produits
de son métabolisme : ses ARN messagers et prémessagers ;

— répertorier et cartographier les fragments de la molécule
d’ADN du chromosome qui, en raison de sa taille, ne peut étre
analysée que morcelée ;

— établir enfin les séquences nucléotidiques, aussi bien des
ADN que des ARN.

Les recherches dans ce domaine connaissent, a I'heure actuel-
le, un prodigieux essor. Cette révolution, dans la biologie molécu-
laire du géne et du chromosome, résulte de la mise en ceuvre d’une
méthodologie complexe, issue de la convergence de trois ensem-
bles de techniques dont le développement est relativement ré-
cent. Le premier repose, d’une part, sur l'utilisation de sondes de
détection des séquences nucléotidiques dont Iefficacité de repé-
rage est basée sur Iaffinité des séquences complémentaires des
chaines nucléotidiques, d’autre part, sur la purification et I'am-
plification de ces sondes par clonage dans des microorganismes.
Le second a trait a la cartographie physique et chimique des sé-
quences génétiques : la découverte et I'emploi des enzymes de
restriction ainsi que la mise au point de méthodes rapides de sé-
quengage de '’ADN ont été déterminants dans ce domaine. Le
troisieme enfin, concerne les techniques d’observation par la mi-
croscopie €lectronique de 'ADN et des complexes moléculaires
auxquels il est intégré.

Sondes moléculaires d'acides nucléiques

Les chaines complémentaires d’acides nucléiques sont capa-
bles de se réassocier in vitro. Lorsque deux chaines ayant des
séquences complémentaires entrent en collision, si les deux
régions complémentaires se reconnaissent, un appariement de
leurs bases s’amorce alors : c'est le processus de nucléation; cet
appariement s'étend ensuite trés rapidement sur toute la longueur
des chaines qui se referment en un duplex. La fermeture en duplex
est la seconde phase du processus de réassociation. Du degré de
complémentarité des deux chaines dépend la stabilité du produit

Constituants moléculaires
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Figure 14.1

Manifestation des contraintes
subies par une molécule d’ADN
circulaire.

Le déroulement localisé d'une
double hélice I’ADN telle que
pourrait le réaliser la séquence
hypothétique schématisée sur la
figure (coupure de I'un des brins,
détorsion de I'une des extrémités
libres par rapport au brin com-
plémentaire, puis ressoudure des
deux extrémités libres) modifie
le nombre de paires de bases par
tour d'hélice et entraine des
contraintes dans I'’ADN. Elles se
traduisent dans un ADN circulaire
par I'apparition de supertours :
deux dans la molécule repré-
sentée (forme contrainte).

Une coupure haplotomique
libére ces contraintes en permet-
tant au brin coupé de s'enrouler a
nouveau autour du brin complé-
mentaire : la molécule reprend sa
forme relichée. On a mis en
évidence dans les processus de
réplication, des protéines de dé-
roulement de I"’ADN, mais aussi
des enzymes qui, par coupure
haplotomique, libérent les
contraintes introduites par

les protéines de déroulement
(voir p. 56).

8 Chromosomes

secondaire de cet ADN — c'est-a-dire, le changement du nombre de
paires de bases par tour — se maintient par suite de la remise en continui-
té des deux chaines qui empéche la rotation de I'un des brins de I'hélice
par rapport a l'autre. Elle est compensée par la formation de supertours
ou superhélices en sens opposé de l'enroulement de la double hélice
(fig. 14.1). Le nombre de supertours est proportionnel a I'importance de
la déformation de la structure secondaire. Inversement, une coupure
haplotomique sur une molécule circulaire possédant des superhélices,
permet au brin coupé de s’enrouler librement autour de son partenaire et
libere les contraintes : la molécule reprend sa forme relachée. La superhé-
licité modifie le coefficient de sédimentation et la vitesse de migration des
molécules dans les gels d'agarose, si bien qu'on peut mesurer le nombre
de supertours d'un ADN circulaire par électrophorése ou par centrifuga-
tion; on peut également par observation de ces molécules en microsco-
pie électronique, dénombrer les supertours.

Les deux chaines du duplex d’ADN se séparent localement
par rupture des liaisons hydrogenes lors de la réplication et de la
transcription. Des protéines figent alors momentanément le du-
plex d’ADN dans sa configuration ouverte. D’autre part, méme
en dehors de ces deux processus métaboliques, les deux brins de la
double hélice peuvent se séparer de fagon transitoire sur des
portions de molécules relativement importantes : c'est la « respira-
tion » de I'ADN, phénoméne qui concerne jusqu'a 1 % des paires
de bases.
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Figure 14.2 (suite)

1 b) Purification de 'ADN d'un plasmide (épisome) de E. coli.

On utilise des plasmides portant des facteurs de résistance a des antibiotiques et possédant un site de
coupure par une endonucléase de restriction, dans une région non essentielle ce qui permet d’ouvrir le
plasmide circulaire en une molécule linéaire.

2) Confection d'un plasmide hybride.

Des extrémités monocatenaires poly dG sont ajoutées par une transférase aux extrémités 3' de I'ADN du
plasmide (A). Les extrémités cohésives poly dC du géne et poly dG du plasmide se reconnaissent et
s'apparient (B).

La continuité entre ces deux segments d’ADN est rétablie par des liaisons covalentes réalisées

par une ligase (C).

Lorsqu’on utilise un phage A comme véhicule moléculaire, on purifie les deux extrémités de 'ADN du
phage dont on a éliminé la région moyenne. En mélangeant ces extrémités a de I’ADN du géne on obtient
des recombinants avec le géne inséré entre les deux bras d’ADN du phage.

3) Transformation d'une bactérie, amplification du plasmide hybride, isolement du plasmide amplifié.

En plagant des bactéries (E. coli) dépourvues de plasmides dans une solution de CaCl® et a basse
température (0°C), leurs parois cellulaires fragilisées deviennent perméables au passage d’ADN étrangers.
On intégre ainsi des plasmides hybrides aux bactéries (A). Le géne est donc multiplié avec la bactérie ; il
est ensuite amplifié avec le plasmide qui, vecteur d'un facteur de résistance au chloramphénicol, se
réplique en présence de cet agent qui bloque au contraire la réplication du chromosome bactérien (B).
Isolement du plasmide hybride (C).

4) Marquage isotopique de 'ADN du géne par coupure-substitution (« nick translation »).

Ce marquage est basé sur I'activité exonucléasique 5' — 3’ propre a la polymérase de I'’ADN I de E. coli.
Dans une premiére étape on réalise des coupures haplotomiques (fleches) par une DNase dans les deux
chaines du plasmide hybride qui a été ouvert (A). Aprés élimination de la DNase, des
désoxyribonucléosides triphosphates radioactifs et la polymérase I sont ajoutés au milieu. La polymérase
s'associe aux extrémités 3’ des incisions et allonge la chaine en direction 5’ — 3’ en polymérisant

des précurseurs radioactifs, tout en excisant devant elle les nucléotides froids du bord 5’ des incisions. Il y
a substitution des nucléotides radioactifs aux nucléotides froids sur chaque brin et le marquage de I'ADN
est trés uniforme (B). Par des enzymes de restriction appropriées on peut éliminer les parties du plasmide
qui ne correspondent pas au géne inséré. Les sondes ainsi obtenues sont trés pures, fortement amplifiées et
hautement radioactives.

Un fragment de géne ou un geéne entier, voire un ensemble de génes, sont initialement insérés dans la
bactérie ou le phage, la population moléculaire finale dérive de ce seul segment initial qui a été
rigoureusement reproduit en des millions d'exemplaires. On a réalisé un clone moléculaire.

Cartographie des séquences de 'ADN d'un génome

La réalisation de la carte d'organisation moléculaire de
I’ADN est conditionnée par I'isolement de ses différentes sé-
quences, de fagon reproductible. C'est par centrifugation de
I’ADN dans des gradients de densité qu'ont été isolées les premié-
res d'entre-elles. Il s’agit de séquences qui, en raison de leur
présence en de nombreux exemplaires dans le génome des espe-
ces étudiées et de leur composition moyenne en bases, s'isolent de
la fraction principale de I'ADN, dans les gradients, en fractions
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