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QUELQUES ASPECTS DU ROLE DU DNA
ET DE LA BIOSYNTHESE DES PROTEINES

PAR

W. ARBER, R. EPSTEIN, E. KELLENBERGER, G. KELLENBERGER,
P. F. SPAHR et A. TISSIERES

INTRODUCTION

Depuis une quinzaine d’années, I’étude de la structure et de la biosynthese des
acides nucléiques et des protéines d’une part, la génétique fine des bactéries et des
virus d’autre part, ont permis de poser les bases servant a comprendre certains pro-
blémes biologiques essentiels: comment I'information héréditaire est portée par les
génes, dans les noyaux cellulaires; comment elle est transmise aux cellules filles lors
de la division cellulaire, et comment elle peut servir a la synthése des constituants
essentiels de la cellule. C’est alors qu'on commenga a comprendre au niveau molé-
culaire I’extraordinaire spécificité qui est le propre des organismes vivants et ’ordre
qui y regne.

Il est maintenant clair que I'information génétique est strictement linéaire. Elle
est inscrite sur les longues molécules d’acide désoxyribonucléique (DNA) et transcrite
aux protéines par l'intermédiaire de I’acide ribonucléique (RNA) messager. Les
travaux de F. Sanger ont montré que les protéines sont des polymeres linéaires dans
lesquels la séquence des acides aminés est absolument spécifique: a une séquence
particuliére correspond une protéine particuliére avec sa fonction spécifique. On croit
aujourd’hui que dans une protéine, un enzyme, certaines séquences d’acides aminés
sont essentielles et conférent a la molécule sa spécificité et ses propriétés.

En paralléle avec les travaux de Sanger, un groupe de physiciens et de chimistes,
encouragés par Sir Lawrence Bragg, s’attaquaient, au Cavendish Laboratory of
Physics de I'Université de Cambridge, a I’étude des protéines par la diffraction des
rayons X. Ces travaux ont conduit a I’élucidation compléte de la structure tertiaire
de la myoglobine par J. Kendrew, et de I’hémoglobine par M. Perutz et leurs colla-
borateurs. La résolution de ces structures est telle qu’elle permet de reconnaitre la
configuration des chaines de polypeptides et les acides aminés particuliers.

En 1953, dans le méme laboratoire, J. D. Watson, biologiste de formation, et
F. C. H. Crick, physicien, ont proposé leur modéle pour la structure de I’acide
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désoxyribonucléique (DNA). Dés lors on allait comprendre comment une macro-
molécule pouvait porter 'information génétique, servir de moule pour la formation
d’une nouvelle molécule identique lors de la division cellulaire, et transmettre a la
cellule cette information pour la synthése des protéines. De nombreux travaux ont
par la suite confirmé le modele du DNA et I’on peut dire que I’élan nouveau donné a la
biologie par la découverte de cette structure fut absolument extraordinaire. En effet,
cette structure servit de systéme de référence pour un grand nombre de publications
fondamentales comme, par exemple, celles sur la réplication du DNA et sur la syn-
thése enzymatique du DNA et du RNA; elle est a la base de la génétique moléculaire:
en se servant de micro-organismes dont le temps de génération est trés court, I’analyse
génétique a été poussée jusqu’a des distances correspondant a celles des bases dans les
acides nucléiques. Par cette analyse fine, on a pu distinguer différentes sortes de mu-
tations: certaines d’entre elles ont ensuite servi a étudier le code, le mécanisme de sa
transcription en RNA et de sa traduction en protéine. La notion de géne a pu étre définie
plus précisément (« cistron ») comme une séquence linéaire de bases déterminant la
séquence des acides aminés dans les protéines (colinéarité). L’étude de certaines
mutations affectant le métabolisme cellulaire a permis de formuler des hypothéses
concernant la régulation. On a pu montrer également qu'un échange de matériel
entre deux molécules de DNA est possible, expliquant ainsi certaines recombinaisons
génétiques comme des « crossing-over » au niveau moléculaire.

Récemment, I’étude des différentes sortes de RNA et de leur biosynthése d’une
part, ’emploi des systémes in vitro d’autre part, ont permis de comprendre les grandes
lignes du mécanisme de la biosynthése des protéines, comment I'information génétique
est transmise du DNA au RNA, puis aux protéines. Grace a la découverte que des
polynucléotides synthétiques, de composition connue, peuvent « coder » pour des
acides aminés particuliers, le probléme de la transmission de I'information génétique
a enfin pu étre abordé de fagon précise au niveau moléculaire.

Les travaux mentionnés ci-dessus, et qui forment la trame de la biologie molé-
culaire, ont nécessité la contribution et la collaboration de spécialistes dans des
domaines divers: physiciens, biologistes, chimistes organiciens, biochimistes, chi-
mistes théoriciens, physico-chimistes, biophysiciens. Sans la collaboration étroite
entre ces différents spécialistes, les progrés extraordinaires accomplis en biologie
au cours des quinze derniéres années n’auraient sans doute pas eu lieu.

On peut dire que la génétique moléculaire, I’étude du code génétique comme celle
des structures des différentes macro-molécules d’importance biologique entrent
maintenant dans une phase particulierement intéressante et prometteuse. Les méca-
nismes de contrdle de la biosynthése, un sujet abordé depuis quelques années par la
voie de la génétique moléculaire, fera sans doute en génétique, comme en biochimie,
'objet de I’étape suivante.

Nous décrivons ci-dessous, en résumé, certains travaux auxquels les auteurs de
cet article ont contribué¢ directement.
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2. L’ETUDE DU MATERIEL HEREDITAIRE

Le fait de savoir que le DNA est un réservoir stable de I'information héréditaire
des organismes vivants (Avery et al., 1944; Hershey et Chase, 1952) a stimulé les recher-
ches sur les divers aspects de la structure et de la fonction du DNA. Partant de
’analyse des propriétés des systémes génétiques, nous pouvons grace a I'identification
du matériel chimique correspondant définir plus clairement les notions telles que géne,
mutation ou recombinaison. Inversement, la connaissance détaillée de la structure
moléculaire a la base d’un systéme donné permettra parfois d’anticiper ou d’expliquer
des propriétés qui ne seraient pas apparentes a premiére vue. Ainsi le fait que le
matériel génétique posséde la propriété de se « dupliquer » fidelement est déja
suggéré par la transmission stable des caractéres héréditaires, mais le fondement
de cette transmission s’explique seulement si I’on connait les régles de la complémen-
tarité¢ des bases puriques et pyrimidiques du DNA. On peut donc prédire que le rem-
placement d’une base soit par un analogue soit par une modification chimique d’une
base préexistante doit conduire & une mutation (Vielmetter et Wieder, 1959; Champe
et Benzer, 1962).

D’une importance tout aussi considérable dans les progres récents de la génétique
fut la sélection, pour leur étude, d’organismes relativement simples offrant des avan-
tages spéciaux du point de vue technique. Le succés des investigations concernant la
structure et la fonction d’éléments génétiques est dii en grande partie au choix des
systémes bactériens et viraux. La notion de géne fut grandement clarifiée par les études
de la région rll du bactériophage T4. L’analyse de mutants de cette région effectuée
par rapport a leur allélisme génétique et fonctionnel (Benzer, 1957; 1961) a donné
I'image du géne comme £tant une séquence linéaire ininterrompue d’éléments du code.

L’étude de mutants des virus ou des bactéries montra que la modification d’une
protéine est la conséquence directe de I’altération du code génétique (Dirksen et al.,
1963 ; Helinski et Yanofsky, 1962; Streisinger et al., 1961). Récemment, la relation
entre les génes et les produits protéiques qu’ils spécifient a pu étre clarifiée. Des
fragments de la séquence des acides aminés de la protéine de la tryptophane synthétase
ont été déterminés et la modification de cette séquence au moyen de mutations dans
le géne de cet enzyme a également été analysée (Yanofsky et al., 1964). On trouva
que 'ordre modifié des acides aminés dans la chaine polypeptidique de la protéine est
le méme que I’ordre des sites mutés dans le géne. Cette relation montre que la séquence
des éléments du code dans le DNA est colinéaire avec la séquence des acides aminés
dans la protéine qui est le produit de ce géne. Des études similaires de mutants appelés
ambers du T4 affectant la structure de la protéine de la téte du phage ont abouti a la
méme conclusion (Sarabhai et al., 1964).

Une fois la définition d’un géne établie, il reste a définir la structure d’un génome,
a savoir, comment s’organise I’ensemble des génes qui régissent I’assemblage héré-
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ditaire d’un organisme. Une telle étude impose, comme condition premiére, I'iden-
tification, au moyen de mutants, de la plupart des génes d’un organisme. Généra-
lement, nous ignorons les conditions spécifiques requises pour rétablir la croissance
de mutants dont 'une des fonctions essentielles a été altérée ou abolie. Mais les
mutants les plus utiles seront ceux dont les effets sont le plus marqués. 1l fallait donc
trouver des mutations dont les effets soient létaux dans certaines circonstances, mais
n’affectent pas I’organisme dans d’autres circonstances. De tels mutants existent
en effet: tant les mutants ambers que les mutants sensibles a la température possédent
la propriété d’étre conditionnellement létaux. On peut les isoler dans les conditions
ou la fonction altérée du mutant est corrigée par le systéme choisi, ce qui permet
d’obtenir des mutants dans la plupart des geénes (Edgar et al., 1964). L’étude de tels
mutants a fourni les premieres informations sur I’organisation du génome du bacté-
riophage T4. La localisation relative de la moitié peut-étre des génes de ce phage a été
déterminée et I’étude de la physiologie des différents mutants a permis de classifier de
fagon préliminaire les génes connus selon leur fonction (Epstein et al., 1963). La prin-
cipale caractéristique de cette structure est le groupement des génes d’apreés des fonc-
tions apparentées. Chez les bactéries, I’étude de quelques groupes de génes de fonc-
tions liées (Ames et Hartman, 1963 ; Jacob et Monod, 1961a) a suggéré que cet arran-
gement physique est en relation avec le contrdle de ’expression du géne. Dans de tels
groupes, appelés opérons (Jacob et Monod, 19615), il existe, en plus des génes spé-
cifiant par exemple la structure d’un enzyme, des éléments génétiques impliqués dans
le contrdle de I’expression de ces genes.

Des systétmes de controle analogues doivent exister chez les bactériophages
comme le prouve la synthése ordonnée des protéines spécifiques du virus (Koch et
Hershey, 1959). Aussitdt aprés I'infection d’une bactérie sensible par le phage T4,
les enzymes nécessaires a la réplication du DNA du virus sont synthétisés (Kornberg
et al., 1959). A ce moment, il n’y a que peu ou pas de synthése des protéines de struc-
ture des particules virales. Lorsque la synthése du DNA commence, la production des
enzymes nécessaires a la duplication du DNA cesse (Wiberg et al., 1962) et 1a majeure
partie des activités biosynthétiques sert a la synthése des protéines tardives, princi-
palement les protéines de structure des particules virales. Ce changement de la nature
des protéines synthétisées résulte de I'intéraction de différents génes ou de leurs pro-
duits. Beaucoup de mutants bloqués spécifiquement dans la synthése du DNA sont
aussi incapables de synthétiser des protéines tardives. Ainsi la synthése du DNA
parait étre une condition nécessaire pour I’enclenchement de la synthése des protéines
tardives (Epstein et al., 1963), mais elle n’est pas une condition suffisante car on
connait des mutants qui ne synthétisent pas de protéines tardives malgré une synthese
normale de DNA.

Ces exemples servent a illustrer la nature du probléme du contrédle de I’expression
du géne. L’élucidation de ce probléme nécessite I'identification des composants
moléculaires de ces systémes.
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3. LA RECOMBINAISON GENETIQUE AU NIVEAU MOLECULAIRE

Il est maintenant clair que toute I'information pour la fabrication d’un bacté-
riophage est contenue dans une seule molécule de DNA. Génétiquement, le chro-
mosome du phage consiste en un seul groupe de liaison. Pourquoi et par quel méca-
nisme des recombinants génétiques sont-ils formés? Levinthal, ayant observé que les
recombinants sont quelquefois hétérozygotes partiels, a proposé la théorie du
« copy-choice » (Levinthal, 1954): le DNA nouvellement synthétisé aurait pris comme
modele d’abord un des deux DNA parentaux, puis I’autre, mais les deux chaines
n’auraient pas fait le passage d’un parent a I’autre simultanément. Ainsi sur une cer-
taine longueur une chaine copiait déja le second parent alors que sa chaine sceur
copiait encore I'information du premier, ce qui aménerait a la formation d’une partie
hétérozygote. D’aprés cette théorie — qui n’est pas entiérement exclue aujourd’hui —
les recombinants consisteraient uniquement en DNA nouvellement synthétisé. Nous
avons pu prouver cependant que, tout au moins pour le phage 4, la plupart, sinon
tous les recombinants se font par cassure et réunion de deux molécules parentales
(Kellenberger etal., 1961b; Meselson et Weigle, 1961). Pour 1 également nous avons pu
démontrer expérimentalement ce que Levinthal avait déduit par calcul pour le
phage T4, qu’effectivement tous les recombinants nouvellement formés sont hété-
rozygotes pour une certaine longueur du chromosome entre les deux caractéres
échangés (Kellenberger et al., 1962). Nous avons pu déterminer génétiquement que
cette longueur est variable, mais en moyenne telle qu’elle aurait entrainé un alour-
dissement mesurable de la particule hétérozygote s’il y avait superposition de deux
doubles chaines. Ayant exclu la possibilité que tous les phages soient des hétérozy-
gotes masqués (c.-a-d. pour une région non marquée génétiquement) nous avons
trouvé que le contenu de DNA des phages visiblement hétérozygotes est égal a celui
de phages normaux. La double information génétique est donc contenue a I'intérieur
de la structure a deux chaines, dont chacune peut s’exprimer génétiquement. Une
théorie a été élaborée sur la base de ces résuitats prévoyant comme cause de la recom-
binaison intramoléculaire la rencontre de deux molécules parentales dans lesquelles
les deux chaines seraient momentanément et partiellement séparées I’'une de I’autre.
Cette partie « ouverte » de la double hélice pourrait se refermer avec une chaine
complémentaire « ouverte » d’une autre molécule au lieu de se refermer sur elle-
méme et la torsion exercée lors de ’enroulement des deux chaines pourrait amener la
cassure des deux molécules parentales. Des tentatives de prouver ce modele — en
particulier I’existence de molécules partiellement ouvertes — font le sujet de recherches
actuelles.

Si lors de la recombinaison les deux molécules subissent une cassure, la réparation
de cette cassure pourrait étre une source d’erreurs et provoquer des mutations. On
connait deux types de mutations au niveau moléculaire: celles qui sont dues a la
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substitution d’une base par une autre et celles qui sont dues a I'insertion ou la perte
d’une base. Ces derniéres peuvent étre annulées par enlévement ou respectivement
adjonction d’une base non seulement a I’endroit méme de la mutation, mais également
dans le voisinage (Crick et al., 1961). Nous avons trouvé que la réversion de telles
mutations — contrairement a celle des mutations par substitution d’une base par
une autre — est plus fréquente parmi les recombinants que parmi les non-recom-
binants. 1l a été ainsi démontré que la recombinaison peut causer des mutations du
type adjonction ou perte d’'une base, probablement a ’endroit méme ou ont eu lieu
la cassure et la réunion (Strigini, 1964, 1965).

4, LA LYSOGENISATION

Le phage A est un phage tempéré, c’est-a-dire qu’il peut sous certaines conditions
amener non pas la lyse, mais la lysogénisation de la cellule infectée. La bactérie survit
alors a l'infection et propagera dorénavant le génome phagique, appelé maintenant
prophage, comme une partie de son propre chromosome (Lwoff, 1953). Lors de
croisements bactériens ce prophage passe, inséré dans une séquence définie parmi les
caractéres génétiques bactériens, de la cellule male a la cellule femelle. Le prophage 4
se fixe toujours prés des caractéres bactériens gal/ déterminant la fermentation du
galactose (Wollman, 1953; Lederberg et Lederberg, 1953). Une bactérie lysogene
est immune a la surinfection par un phage homologue, vraisemblablement & cause d’un
répresseur produit par le prophage et qui bloquerait aussi bien les fonctions virales
du prophage que celles d’'un phage surinfectant (Jacob et Campbell, 1959). On peut
cependant amener les cellules & produire des phages par traitement avec des agents
inducteurs appropriés (Jacob et Wollman, 1953). Parmi ces phages, de rares particules
sont capables de transduire les caractéres ga/ de leur ancien héte dans une nouvelle
cellule qu’ils vont lysogéniser (Morse, et al., 1956). Examinant en détail ces phages
transducteurs, nous avons trouvé qu’ils sont défectifs en tant que phages et ne peuvent
se multiplier qu’avec I’aide d’un phage normal (Arber et al., 1957; Arber, 1958).
Les caractéres génétiques qui leur manquent et qui sont substitués héréditairement
par les caractéres gal bactériens se trouvent au milieu du chromosome phagique
(Arber, 1958). Des phages transducteurs d’origine différente peuvent avoir perdu un
morceau plus ou moins long de leur chromosome, mais le début de la délétion se
situe toujours au méme endroit qui est peut-étre le point d’attachement du prophage
(Campbell, 1962). En effet, un mutant actif, donc non transducteur, montrant une
trés grande délétion a cet endroit, est incapable de se fixer comme prophage sur le
chromosome bactérien, et provoque une lysogénie abortive (Kellenberger et al.,
1961a): Les bactéries infectées dans des conditions de lysogénisation avec ce mutant
appelé b2 se divisent, mais le phage reste bloqué dans une des cellules filles. Il n’est pas
attaché au chromosome bactérien et ne se divise pas avec celui-ci.
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Calef et Licciardello (1960) enfin ont observé que la séquence des caractéres dans
le prophage différe de celle du phage végétatif. Les caractéres les plus éloignés du
chromosome végétatif sont liés, et les caractéres liés au milieu du chromosome
végétatif sont séparés dans le prophage. Sur la base de ces données, Campbell (1962)
a élaboré le modéle de la lysogénisation suivant: la région 2% comprendrait un

o) (Gal) MN OP

abc mn OoP Xy

(Gal) MN  OP
I S
(Bo 151
]II (GOI‘) MN op Xxy2 abc mn OP
Fig. 1.

Modele de la lysogénisation d’aprés Campbell (1962):

I a) chromosome de la bactérie.
b) chromosome du phage A.
II lysogénisation.
III chromosome de la bactérie lysogene.

morceau de chromosome bactérien. Il existerait donc dans le phage normal une région
homologue entre A et le chromosome bactérien qui permettrait d’incorporer le phage
par un croisement réciproque, a condition que son chromosome se ferme auparavant
en un cercle (figure 1).

Le phénomeéne de lysogénie abortive est obtenu non seulement si la partie homo-
logue fait défaut, mais aussi, avec le type sauvage cette fois, si on chauffe a 45° le
complexe phage-bactérie au début de la lysogénisation (Zichichi et Kellenberger, 1963).
Le phage ne pourra désormais plus s’attacher au chromosome bactérien. Ceci indi-
querait qu’une protéine thermosensible est impliquée passagérement dans le processus
d’attachement. La production de cette protéine semble étre sous le contrdle du
répresseur: une fois la bactérie devenue immune, I’attachement n’a lieu que tres
exceptionnellement. Comme la recombinaison n’est entravée ni par un chauffage
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a 45° ni par la présence du répresseur, cette protéine thermosensible pourrait servir
a fermer le cercle postulé par le modéle de Campbell. 11 a été trouvé en effet que
les deux extrémités du chromosome de 1 ont des propriétés particulieres: elles sont
capables de se joindre réversiblement 'une i 'autre (Hershey et al., 1963). Une
enzyme spécifique pourrait étre nécessaire a la stabilisation de cette union.

S. MODIFICATIONS NON HEREDITAIRES DU DNA

Une étude approfondie (Arber, 1962; 1965) des phénoménes de modification
du bactériophage A contrdlée par ’hdte (Bertani et Weigle, 1953; Arber et Dussoix,
1962) définis dans le tableau 1, nous a révélé une propriété inattendue du DNA.
Cette propriété de nature non génétique confére au DNA viral une haute spécificité
vis-a-vis de la souche bactérienne dans laquelle il est produit. En effet 1a plupart des
souches bactériennes marquent le DNA du phage 4 séjournant dans la cellule comme
si des enzymes bactériens spécifiques produisaient des modifications chimiques

TABLEAU 1
Modification du bactériophage \ contrélée par 1'héte

Efficacité d’étalement sur la souche
Phage
K12 K12 (P1) B C
A-K 1 2x 1073 10~4 1
- K(P]) 1 1 10-4 1
A.B 4 x 1074 7 x 1077 1 1
»-C 4 x 10~4 4 x 1077 2 x 1074 1

Le phage » adapté sur la souche E. coli K12 est appelé A - K, celui sur la souche KI2 (PI) est
A . K(PI), etc. Ces variants sont étalés sur chacune des souches en question et la probabilité de la
particule phagique de former une plaque est mesurée. Des vérifications du titre des particules pha-
giques au microscope électronique ont montré que 1’efficacité d’étalement sur la scuche sur laquelle
le phage a poussé en dernier lieu est en général 1. La spécificité du DNA conférée par I’hdte se mani-
feste par le fait qu’il peut ou non se développer dans une souche bactérienne donnée. La souche
E. coli C n’exige aucune spécificité et accepte donc tous les phages.

au niveau du DNA. Ce marquage est donc spécifique et différe d’une souche bacté-
rienne a l'autre. Il n’a d’ailleurs pas seulement lieu sur le DNA du phage 4, mais
aussi sur celui d’autres phages et de la bactérie elle-méme (Arber et Morse, 1965).
La nature chimique de ce marquage n’est pas encore connue, mais on sait que 1’asso-
ciation entre le DNA et sa spécificité conférée par I’hote est trés stable; elle ne change
pas le message génétique du DNA et ne semble pas influencer sa lecture. Lors de la
duplication du DNA la spécificité reste associée a la chaine parentale sans perdre son
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activité (Arber et Dussoix, 1962). La spécificité persiste sur le DNA purifié (Dussoix
et Arber, 1965). On peut se demander quel pourrait bien étre le role de cette spécificité.
Il apparait qu’en général les bactéries n’ont pas seulement la faculté de conférer cette
spécificité au DNA, mais elles savent également reconnaitre si un DNA étranger
pénétrant dans la cellule (lors d’une infection virale, d’'une conjugaison bactérienne
ou de la pénétration du DNA purifié) est muni de cette spécificité. En effet on observe
une rapide dégradation de tout DNA ne portant pas la marque exigée par la souche
bactérienne dans laquelle il pénétre (Dussoix et Arber, 1962). La spécificité conférée
au DNA par la souche héte peut donc étre considérée comme une protection efficace

contre I'apport de matériel génétique étranger susceptible d’entraver la vie de la
cellule.

6. LA BIOSYNTHESE DES PROTEINES

Le probléme consiste a savoir comment I'information génétique, qui est inscrite
sur le DNA des noyaux cellulaires, est utilisée pour synthétiser des protéines spéci-
fiques. On peut se faire une idée de la quantité d’information nécessaire si I’on consi-
dére qu’en moyenne une protéine est formée de 200 acides aminés et qu’il y a plusieurs
milliers de protéines différentes. Ainsi, supposant qu’il existe dans une cellule bac-
térienne 5000 protéines différentes, il faudrait pour les synthétiser I'information
nécessaire a aligner dans ’ordre voulu un million d’acides aminés. On obtient un
chiffre du méme ordre de grandeur en calculant, sur la base d’un code triplet, la
quantité d’information que peut porter le DNA présent dans une telle cellule.

Les ribosomes

Les protéines sont synthétisées sur de petites particules (Littlefield et Keller,
1956; 1957) appelées ribosomes, qui sont présentes dans toutes les cellules (Schachman
et al., 1952; Palade, 1955; Tso et al., 1956; Chao, 1957). Alors que dans les tissus
animaux, les ribosomes sont souvent attachés au réticulum, ils paraissent libres dans
le cytoplasme des bactéries.

Les propriétés des ribosomes d’Escherichia coli qui ont été étudiées en détail
(Tissieres et Watson, 1958; Tissiéres et al., 1959) sont décrites ci-dessous. Dans les
extraits cellulaires, on observe trois sortes de ribosomes caractérisés par leur cons-
tante de sédimentation. A faible concentration de Mg™ ¥, les ribosomes 30 S et 50 S
sont seuls présents. A des concentrations de Mg* * voisines de 10”2 M, un ribosome
30 S se joint & un ribosome 50 S pour former une particule 70 S. Les poids molécu-
laires des ribosomes 30 S, 50 et 70 S, calculés a partir de la viscosité et des constantes
de sédimentation et diffusion, sont 0.7, 1.8 et 2.6 x 10° respectivement. Le ribosome
50 S est approximativement sphérique avec un diamétre d’environ 170 A. Le ribosome
30 S est aplati sur ses deux faces et mesure 96 x 170 A (Hall et Slayeter, 1959;
Huxley et Zubay, 1960).
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Les trois sortes de ribosomes sont composées de 649, de RNA et de 369 de
protéine. (Tissiéres et al., 1959).

Le RNA des ribosomes 30 S consiste en une seule molécule sédimentant a 16 S.
Les ribosomes 50 S contiennent soit deux molécules de RNA 16 S, soit une molécule
23 S. Les poids moléculaires des RNA 16 S et 23 S sont 0.55 et 1.1 x 10° respecti-
vement (Kurland, 1960).

Les ribosomes des cellules animales et végétales sont formés de sous-unités du
méme genre, mais de dimensions un peu plus élevées: des ribosomes 40 S et 60 S
s’unissent pour former des ribosomes 80 S (Dintzis et al., 1958; Tso et al., 1956).
Le RNA de ces ribosomes sédimente a 18 S et 28 S respectivement.

Le RNA messager

Des observations expérimentales de deux types suggerent qu’il existe un RNA
messager, transportant I'information du DNA jusqu’aux ribosomes:

a) La présence d’'un RNA instable dans les cellules.

b) La nécessité d’une telle substance pour la synthése des protéines dans les
systémes in vitro.

a) Lorsque des bactéries E. coli en croissance sont exposées pendant quelques
secondes a une substance radioactive qui s’incorpore dans le RNA (P*Z ou uracil
C!# par exemple), on observe un RNA radioactif d’un type nouveau, ayant une cons-
tante de sédimentation différente des ribosomes et du RNA ribosomal. Ce RNA sc lie
aux ribosomes 70 S & haute concentration de Mg™ ™ et s’en détache a faible concen-
tration. Dans les cellules infectées par le bactériophage T2, quoiqu’il n’y ait pas de
synthése de ribosome, ce nouveau RNA est synthétisé. Sa composition en bases est
semblable a celle du DNA viral et non pas a celle du DNA bactérien indiquant que ce
nouvel RNA est synthétisé a partir du DNA viral. De plus, il y a de bonnes raisons de
penser que la séquence des nucléotides dans ce RNA est semblable a celle du DNA
viral (Bautz, 1964). Ce nouvel RNA se lie a des ribosomes préexistants sur lesquels
les nouvelles protéines virales seront synthétisées (Gros et al., 1961; Nomura et al.,
1960; Brenner et al., 1961; Bautz, 1964).

b) Dans un extrait de E. coli, la polymérisation des acides aminés en chaines
peptidiques est considérablement stimulée par le RNA synthétisé dans le systéme
a partir du DNA par la RNA polymérase. Les choses se passent comme si la syntheése
des protéines dépendait de la synthése du RNA messager par le DNA, et de la pré-
sence d’une réserve de RNA messager synthétisé in vivo. (Tissieéres et al., 1960;
Tissieres et Hopkins, 1961; Wood et Berg, 1962). Ces conclusions sont supportées
par la découverte que I’acide polyuridylique agit comme messager dans le systéme
in vitro pour polymériser la phénylalanine (Nirenberg et Matthaei, 1961) et il est
trés probable qu’une séquence de trois bases sur le RNA suffise a coder ou a spécifier
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I'information nécessaire a I'incorporation d’un acide aminé spécifique (Crick et al.,
1961; Leder et Nierenberg, 1964).

Le RNA messager comprend donc I’ensemble des molécules de RNA synthé-
tisées a partir du DNA et seivant a la synthése de toutes les protéines cellulaires.
Il s’agit de molécules a chaine simple et dont le poids moléculaire minimum serait
de ’ordre de 100.000. (Bautz, 1964). Il est probable que certaines molécules de mes-
sager contiennent I'information nécessaire a synthétiser plusieurs enzymes différents
fonctionnant dans le méme systéme; le poids moléculaire de ces molécules serait de
I’ordre de 10°. Le RNA messager se lie 4 la partie 30 S d’un ribosome 70 S (Okamoto
et Takanami, 1963). Dans les bactéries qui s’adaptent rapidement a des changements
du milieu, le RNA messager ne sert probablement qu’a synthétiser quelques molécules
de protéine avant d’étre détruit. Les systémes enzymatiques qui seraient responsables
de la dégradation du messager jouent donc un réle important dans les phénoménes de
régulation. Ces enzymes ont déja fait I’objet de plusieurs travaux. (Sekiguchi et Cohen,
1963; Spahr et Schlessinger, 1963; Spahr, 1964). Dans certains tissus animaux, par
exemple dans les réticulocytes, il est clair que le messager est beaucoup plus stable.

Le RNA de transfert

Partant de considérations théoriques, Crick (1956), postula un an avant la
découverte du RNA de transfert (RNA-T) (Hoagland et al., 1957) I’existence d’un
adapteur, un polynucléotide pouvant d’une part se lier a un acide aminé spécifique,
d’autre part lire 'information du messager par liaison hydrogéne. On sait qu’il existe
un ou plusieurs RNA-T spécifiques pour chacun des vingt acides aminés. Un enzyme
spécifique, ’enzyme d’activation, catalyse tout d’abord la combinaison d’ATP
avec I’acide aminé pour former un aminoacyladenylate, puis la fixation de cette sub-
stance a 'une des extrémités du RNA-T. Cette extrémité se termine dans tous les
RNA-T par la séquence cytidylique-cytidylique-adenylique (Ofengand, et al., 1961).
Nous avons vu qu’il doit exister dans une autre partie de la molécule une séquence
spécifique correspondant a 'un des vingt acides aminés et capable de lire le code sur
le messager. On sait aussi que le RNA-T (mélange des RNA spécifiques pour chaque
acide aminé) a un poids moléculaire d’environ 27.000 (Tissiéres, 1959; Brown et
Zubay, 1960). Sa composition en nucléotides est différente de celle du RNA ribo-
somal; en outre, il contient un grand nombre de bases méthylées (Spahr et Tissiéres,
1959; Dunn, Smith et Spahr, 1960).

Le complexe actif

Le mécanisme de la synthése des protéines, tel qu’il est congu aujourd’hui, est
représenté sur la figure 2. Le complexe actif se compose d’un ribosome 70 S, d’un
RNA-T fixé a la partie 50 S, et du messager lié¢ a la partie 30 S du ribosome 70 S. 11
est probable que deux enzymes, les enzymes de transfert (Nathans et Lipmann, 1961)
catalysent la formation de la liaison peptidique lorsque ’aminoacyl-RNA-T est trans-
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féré a la chaine peptidique en croissance. La présence de GTP est nécessaire au méme
niveau. Puisque toute I'information le long du RNA messager doit étre lue, il s’ensuit
que le ribosome 70 S se meut d’un bout a I'autre du RNA messager. Plusieurs ribo-
somes lisent en méme temps 'information d’une seule molécule du messager, formant
ainsi une structure appelée polyribosomes ou polysomes (Gilbert, 1963; Gierer,
1963; Wettstein et al., 1963; Warner et al., 1963).

DNA
' 1 I
rﬁ—) RNA POLYMERASE
RNA ribosomal RNA messager RNA transfert 4

‘b | amino-acyl-RNA-T
ribosomale

D AAI'AMP
~AD |, »1

Acide aminé
+ ATP

protéine ‘

ribosome G-
0
ioN

dégradation

enzymatique

du messager [D-L\
—

S

chaine polypeptide

Fig. 2.
Représentation schématique du mécanisme de la biosynthése des protéines.

7. MORPHOPOIESE D’'UN BACTERIOPHAGE

On distingue quatre degrés d’organisation de la structure des protéines: la
structure primaire est caractérisée par la séquence des acides aminés dans la chaine
peptidique. L’enroulement hélicoidal de cette chaine (x hélice) est appelé structure
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secondaire. La chaine hélicoidale se replie encore sur elle-méme au moyen de liaisons
hydrogeénes et de ponts disulfures: c’est 1a structure tertiaire, probablement déterminée
par la séquence des acides aminés. Dans les enzymes formés d’une seule unité pep-
tidique, la structure tertiaire est responsable des propriétés catalytiques de la molé-
cule. Dans d’autres enzymes, plusieurs sous-unités s’associent pour former une molé-
cule active: c’est la structure quaternaire. On sait aussi que certains facteurs peuvent
entrainer des modifications de la structure tertiaire et quaternaire. Il s’agit alors
d’effets allostériques.

Les enveloppes protéiques des virus, les capsides, sont composées de sous-unités
protéiques identiques présentes en nombre déterminé. Ces capsides ont une forme
géométrique bien définie et spécifique du virus considéré. Cette structure étant donc
un caractére héréditaire du virus, on peut se demander comment I'information géné-
tique est exprimée pour produire cette forme spécifique et quel est le mécanisme qui
ameéne les sous-unités & polymériser de fagon si précise.

Dans le cas d’un virus simple, celui de la mosaique du tabac, il a été démontré
que les sous-unités proteiques ont une structure telle qu’elles s’assemblent automa-
tiquement en batonnets (Fraenkel-Conrat et Williams, 1955; Schramm et Zillig,
1955). L’information contenue dans la sous-unité suffit donc a déterminer la forme
du virus.

Des considérations théoriques (Caspar et Klug, 1962) indiquent que I’assemblage
de sous-unités identiques en capsides de forme polyédrique réguliére (cas des petits
virus dits « sphériques ») pourrait se faire sans nécessiter d’information supplé-
mentaire; par contre, pour des virus plus grands et dont la forme est un polyédre
irrégulier, il est difficile de concevoir théoriquement un tel auto-assemblage.

Pour obtenir des renseignements sur ces cas plus complexes, nous avons choisi
une nouvelle méthode basée sur la génétique. Le systéme des mutations condition-
nellement 1étales développé sur le coliphage T4 par Epstein et Edgar (voir plus haut)
en a donné la base. Nous avons trouvé (Epstein et al., 1963 ; Kellenberger, 1964) que
sept genes sont impliqués dans la morphopoiése de la téte de ce phage. Une mutation
dans I'un quelconque de ces sept génes empéche la production de tétes normales.
L’étude plus détaillée a montré que 1'un de ces génes produit la sous-unité protéique.
La « défaillance » d’un autre géne cause un assemblage aberrant de ces sous-unités:
au lieu de tétes normales, on trouve de longs tubes dont le diamétre correspond
approximativement a celui d’une téte de phage (fig. 3). L’étude génétique (Favre et al.,
1964, 1965) indique que deux seulement des sept génes doivent fonctionner normale-
ment pour qu’apparaissent ces structures appelées polytétes. La sous-unité a elle seule
n’est apparemment pas capable de s’assembler en une structure définie; cependant,
des que le produit du second géne s’y ajoute, des polytétes peuvent se former.

La morphopoiese de I’enveloppe des virus de la mosaique du tabac est définie
comme étant du premier ordre, car I'information contenue dans la sous-unité suffit
pour déterminer la forme de ce virus. Les polytétes sont un exemple d’une morpho-
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poiése du second ordre, car, en plus de I'information contenue dans la sous-unité,
celle fournie par un géne supplémentaire est nécessaire. La capside normale du phage,
elle, est due a une morphopoiése du septiéme ordre, car sept génes sont indispensables
a sa construction.

L’étude de la morphopoiése est évidemment entiérement tributaire de la micros-
copie électronique, parce qu’elle implique I’observation d’une forme. En tant que
préliminaires indispensables, des études du cycle de développement (voir Kellenberger,
1962) et de la structure fine du bactériophage T4 (Brenner et al., 1959; Kellenberger
et Boy de la Tour, 1964; Bradley, 1965) ont été faites. L’arrangement des sous-unités
dans les capsides a été étudié par des moyens empruntés a la cristallographie (Eiserling
et Boy de la Tour, 1964; Kellenberger et Boy de la Tour, 1965; Klug et Berger, 1965;
Finch, Klug et Stretton, 1965). En effet, ces sous-unités s’organisent de fagon parfai-
tement réguliére; elles forment un réseau cristallin plan a deux dimensions. Ce réseau
se plie selon un mécanisme encore inconnu pour former les arétes de la capside
polyédrique. On peut prévoir que les dimensions constantes de cette capside corres-
pondent & un nombre déterminé et défini de sous-unités. En considérant des dimi-
nutions éventuelles du nombre de sous-unités et, partant, des dimensions de la cap-
side, on peut prévoir, comme il s’agit d’'un corps géométrique, qu'on ne trouvera
pas n’importe quelle dimension, mais seulement celles qui correspondent a un nouveau
nombre de sous-unités compatible avec une forme géométrique. On trouve en effet
une autre capside polyédrique de dimension plus petite, également déterminée, aussi
bien pour le phage T4 (Grabe et al., 1965) que pour deux autres phages (Karamata
et al., 1962; Anderson et Walker, 1960; Karamata, 1965).

Le phage T4, comme bien d’autres, posséde une queue caractéristique composée
de plusieurs parties. Une gaine contractile en particulier parait servir a faire pénétrer
un tuyau central (aiguille d’injection!) a travers I’enveloppe bactérienne (Kellenberger
et Arber, 1955). Cette gaine parait €tre sujette a une morphopoiése relativement
simple: en effet, des polymérisations de sous-unités de gaines peuvent étre observées,
qui se font « en débandade » et résultent en ce que nous avons appelé des « poly-
gaines » (Kellenberger et Boy de la Tour, 1964). Ces polygaines ont une structure iden-
tique a celle des gaines contractées. Si cette morphopoi¢se de la polygaine ressemble
a une morphopoiése du premier ordre, comme celle de ’enveloppe du virus de la mo-
saique du tabac, la morphopoiése de la gaine étendue normale parait étre du second
ordre, la tige centrale fonctionnant comme principe morphopoiétique supplémen-
taire. Ces observations ont permis de proposer un modele pour la contraction de
cette gaine.

Ces études sur la morphopoiése sont actuellement poursuivies au moyen de
méthodes biochimiques, biophysiques et génétiques.

Institut de Biologie moléculaire
de I’ Université de Genéve.
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Fig. 3.
Micrographie électronique d’une suspension de phages T4 normaux et de polytétes. On distingue des
striations sur la queue du phage. et la plaque basale a son extrémité; la téte du phage ne présente
aucune structure apparente, bien qu’étant faite de la méme protéine que les polytétes. Sur les polytétes
on peut discerner les sous-unités protéiques, ou capsomeres, arrangées en réseau hexagonal. Par
endroits les couches inférieures et supéricures de ces polytétes aplaties forment des figures de moiré;
la figure de moiré obtenue sur un modéle et insérée dans I'angle inférieur droit reproduit la figure
que I'on peut observer sur la polytéte voisine (Kellenberger et Boy de la Tour, 1965). Préparation:
enrobage au phosphotungstate de Na; grossissement: 190.000 x .
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