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Tableau synoptique indiquant le rôle possible de l’acide désoxyribonucléique dans l’hérédité :
RÉSUMÉ LE 0 ANUS Ne DFE RER
INTRODUCTION
Ce travail a été commencé en 1947. J'avais reçu à Alger, puis à Strasbourg, une formation de cytologiste dans le laboratoire de mon maître, le Professeur Benorr, qui désirait m'orienter vers un des aspects les plus dynamiques de la cytologie moderne : la cytochimie. C’est sous la direction du regretté Professeur Borvix et en collaboration avec le docteur Venpkezy que je commençai à étudier les notions fondamentales de biochimie, indispensables dans cette sorte de recherche.
Le sujet traité dans cette thèse exprime bien l'alliance des deux disciplines étudiées dans les deux laboratires où je travaillais : cytologie d’une part, biochimie d'autre part. L'étude de l’acide désoxyribonucléique des noyaux de diverses espèces animales est, en effet, un problème de biochimie, mais il a été traité de façon nouvelle grâce à des isolements et des numérations de noyaux nécessitant l'emploi constant du microscope, et par les méthodes nouvelles de cytochimie quantitative qui sont venues confirmer les résultats de la méthode chimique.
Les résultats rapportés ici tendent à établir la constance de la teneur en acide désoxyribonucléique des noyaux à travers les organes et les individus d’une même espèce animale. Nous avons utilisé pour notre travail trois méthodes bien différentes : les dosages chimiques, la photométrie dans le visible et la photométrie dans l’ultra-violet, qui donnèrent des résultats tout à fait concordants. L'importance de cette constance de la teneur du noyau en acide désoxyribonucléique (par noyau) sur le plan de la biologie en général nous a paru assez grande pour que nous consacrions tous nos efforts à l’établir de façon solide, avant d'aborder les nouveaux problèmes qu’elle ouvre au chercheur en embiyologie, zoologie, cancérologie, etc., problèmes qui, nous le verrons, ont été très vite abordés par un certain nombre d’auteurs dès qu’ils eurent connaissance de nos premiers résultats chimiques sur l'acide désoxyribonucléique des noyaux.
Le but de cette thèse est donc de donner une base solide à toutes les recherches ultérieures utilisant l’acide désoxyribonucléique du noyau comme nne « constante cellulaire ». D’autre part, considérant l’importance que confère à l’acide désoxyribonucléique dans le domaine de la biochimie de l’hérédité sa constance par noyau somatique chez tous les individus d’une même espèce animale et sa diminution de moitié dans les gamètes, nous nous sommes efforcés d'imaginer comment cet acide pourrait jouer son rôle (qui nous paraît primordial) dans la composition chimique et dans le fonctionnement des gènes tels qu’on les conçoit actuellement. Cet essai de synthèse sur le plan théorique fait l’objet de notre dernier chapitre.
Cette thèse comprend donc quatre parties :
1) Un historique consacré à la découverte des acides nucléiques et au rappel des notions déjà bien établies portant sur leur structure chimique et physico-chimique, leur localisation et leur rôle physiologique,
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2) Un chapitre chimique : Etude chimique de la teneur individuelle en acide désoxyribonucléique du noyau cellulaire. |
3) Un chapitre cylochimique : La cytochimie photométrique appliquée à l'étude de la teneur en acide désoxyribonucléique des noyaux des cellules
animales. | > 4) Un chapitre théorique : Le rôle possible de l’acide désoxyribonucléique
dans la biochimie de l’hérédité.
I. — La découverte des acides nucléiques
L'importance considérable du noyau dans la constitution et la physiologie de la cellule a été pressentie dès que les chercheurs appliqués à décrire cette « unité de matière vivante » l’ont définie avec son cytoplasme et son noyau, organe constant et caractéristique (Brown et De Mirsez, 1831). Des études de morphologie plus précises révélant sa complexité interne, son comportement lors de la division et sa participation à la vie de la cellule ont, par la suite, établi le rôle primordial de cet élément dans deux phénomènes fondamentaux de la vie cellulaire : la conservation des caractères héréditaires et la synthèse de matière vivante.
Le problème de la nature chimique du noyau devenait donc passionnant pour le biochimiste désireux de poursuivre jusqu'à l’échelle moléculaire le mystère du mécanisme intime des phénomènes vitaux. C’est pourquoi, dès 1869, Miëscaer (165) séparant par digestion la substance nucléaire des autres composants de cellules de pus et isolant ainsi pour la première fois une substance qu’il appela « la nucléine » était-il le fondateur d'un chapitre de la Biochimie qui devait prendre plus tard une importance considérable : celui des nucléoprotéines et des acides nucléiques. ;
Dans une série de travaux demeurés classiques, Miescner étudie ses « nucléines « et en donne très exactement la composition élémentaire; en 1874, il reconnaît que la nucléine est une substance sut generis, distincte des protéines. C'était la désoxyribonucléoprotéine, combinaison d’acide nucléique et de protéine basique telle que nous la définissons aujourd’hui et telle que l’ont définie, à la suite de Miescner, de nombreux chercheurs de la fin du siècle dernier qui l’ont obtenue à partir des noyaux isolés : têtes de spermatozoïdes de Saumon (MiescHEr, 1897), sperme de Hareng (Marnews), noyaux d’érythrocytes d'Oiseaux et de Poissons (PLosz de l’école de Horre Seyer, et plus tard ACKERMANN). En 1894, Lictenreuo découvrait également un nucléate d’histone dans le thymus de Veau dont on connaît l’extrême richesse en noyaux. Mais c’est au grand histologiste ALTManN que l’on doit le terme d'acide nucléique (1889) ainsi qu’une méthode générale pour préparer cette substance qu’il reconnaît être l’acide caractéristique conférant sa basophilie à la chromatine. Enfin, Kossez (1928) (132) étudia magistralement la composition des nucléoprotéines du sperme de nombreux Poissons et en donna une classification.
Les recherches les plus modernes sur des noyaux isolés de nombreux tissus (Mirsky et PoLuisTeR, 1942-1943) (169-170-171 172) n’ont fait que confirmer et
() Pour plus de détails et pour la bibliographie de cette question, se référer en particulier à l’important ouvrage de P. A. Levene et L. W. Bass : « Nucleic acid ». The Chemical Catalog Company, New-York, 1931.
généraliser les constatations de ces précurseurs et établir définitivement que tous les noyaux contiennent un nucléate d'histone ou de protamine constituant de la chromatine (et des chromosomes) — et lorsque à la suite des travaux de STANLEY (228-229) et de BAwDEN (11) (1935 à 1940) la composition chimique d’un virus fut établie pour la première fois, on s’aperçut que ces quelques molécules représentant la matière vivante sous sa forme la plus rudimentaire étaient des molécules de nucléoprotéines.
Ainsi cette substance que Miescuer isola pour la première fois à partir de noyaux cellulaires était véritablement la substance fondamentale et essentielle de la matière vivante.
IL. — Structure des acides nucléiques et leur dualité
Après la découverte des acides nucléiques, leur étude s’est développée, à la fois sur le plan chimique et physico-chimique et sur le plan biologique. Les travaux poursuivis ont conduit à une connaissance plus complète de la structure de leur molécule, à la découverte des deux types d’acides nucléiques (acide ribonucléique-et acide désoxyribonucléique), à une meilleure compréhension de leur rôle et de leur localisation.
1) Structure des acides nucléiques.
Nous devons la connaissance de la nature chimique de la molécule ‘d'acide nucléique aux travaux de nombreux chercheurs qui ont établi qu’un acide nucléique résulte de l’assemblage de plusieurs nucléotides, chacun d’eux étant constitué d’acide phosphorique, d’une base azotée purique ou pyrimidique et d’un sucre, ribose ou désoxyribose. La connaissance des bases azotées résulte principalement des travaux de Kossez, de Sreunez et de Levewe, celle des sucres des recherches de Kossez, HaMmmarsTeNx et de Levene (ce dernier auteur obtint avec JacoBs, en 1909, le ribose à l’état cristallisé, et avec Mori en 1929 le désoxyribose).
Nous avons une idée approximativement exacte de l'agencement structural des différentes parties de la molécule grâce aux travaux de toute une pléiade de chercheurs, dont nous ne citerons que les plus marquants : LEvENE, TAKAHASHI, Fiscaer, Brenereck, enfin GuzLann. La formule tétranucléctidique donnée par
() Pour plus de détails et pour la bibliographie classique se référer aux monographies et publications suivantes : ' :
— Levene (P. A.) et Bass (L. W.), « Nucleic acids ». The Chemical Catalog Company, New-York, 1931.
Brepereck (H.), « Nucleinsäure », Fortschr. der Chemie organ. Natarstoffe, 1938, 1, 23. ; ÉLUS ONE (J. M.), « Nucleic acids », A lecture delivered before the Chemical Society on May 5th. 1938, J. of the Chemical Soc., 1938, 2, 1722-1734, and « The structure of nucleic acids », Cold Spring Harbor symp. Quant. Biol., 1947, 12, 5-104.
— ts (J. P.), «Nucleoproteins », Ado. in protein Chemistry, 1, 209-287, Academic Press, New-York 1944. 3 t
— Davinson (J. N.), « The Biochemistry of the nucleic acids ». Methuen’s monographs on biochemical subjects, London-New-York, 1950. | a
Enfin, nous devons signaler l'important ouvrage japonais « Nucleic acids and nucleoproteins (Physics, Chemistry, Biology and Medicine), 1951, F. Egami édit., Japon » —, œuvre de tout un groupe de chercheurs, qui malheureusement n’est pas encore traduit et nous est de ce fait peu accessible.
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Levene et Sims et que nous schématisons ci-dessous, fut universellement admise jusqu’à ces dernières années.
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En réalité, les déterminations de la masse moléculaire des acides nucléiques ont conduit bien vite à attribuer à ces corps une structure très complexe, le motif tétranucléotidique classique, que nous venons de voir, devant se répéter de multiples fois dans leur molécule. En effet, dans ia molécule d’acide, dont la masse s'exprime par des valeurs s’élevant à des dizaines ou à des centaines de milliers ou même à des millions doivent trouver place de nombreuses dizaines ou même des centaines ou des milliers de nucléotides (218). Les études d’Asrgury (7) sur le comportement aux rayons X de l’acide nucléique du thymus ont fourni des résultats en plein accord avec ces données. Aux rayons X, la molécule de ce corps se révèle, en effet, comme étant constituée par une fort longue chaîne, montrant une périodicité très nette dans sa structure propre, périodicité de l’arrangement côte à côte des nucléotides constituants.
Pour terminer cette revue rapide de nos connaissances sur la structure physico-chimique de la molécule d’acide nucléique, ajoutons que des recherches dans ce domaine se poursuivent toujours. L'emploi de méthodes d’analyse plus précises, appliquées à des produits préparés par des techniques plus sûres, permettent de pressentir que l’arrangement moléculaire polytétranucléotidique, dont nous avous donné ci-dessus le motif élémentaire, ne serait pas absolument exact. Des irrégularités dans le rapport entre les bases puriques et pyrimidiques auraient été constatées, ce qui indiquerait par exemple la présence d’un plus grand nombre de nucléotides pyrimidiques que de nucléotides puriques dans le polytétranucléotide (122-63) ; on aurait trouvé d’autre part, pour certaines variége d’acides nucléiques, une teneur en phosphore inférieure à ce qu’exigerait la théorie.
2) Dualité et localisation des acides nucléiques.
En étudiant Ia composition d’acides nucléiques de différentes sources, les auteurs se sont très vite aperçus qu’il en existait deux sortes : un acide nucléique dont le type est représenté par le produit qu’on extrait de la levure : l'acide zymonucléique (ou encore acide ribonucléique) et un acide nucléique du type de celui qu’on obtient à partir du thymus de Veau : l’acide thymonucléique (ou encore acide désoxyribonuclèique).
Ces deux acides se distinguent chimiquement par la nature de leurs bases
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pyrimidiques (cytosine et uracile pour l'acide ribonucléique, cytosine et thymine pour l’acide bn Settbaiie ltqee) et dé leur sucre (ribose pour l'acide ribonucléique, désoxyribose pour l'acide désoxyribonucléique). Les bases puriques (adénine et guanine) sont les mêmes dans les deux cas.
On à cru pendant assez longtemps que l’acide ribonucléique ne se rencontrait que dans les tissus végétaux alors que l’acide désoxyribonucléique était caractéristique des tissus animaux. En réalité, il n’en est rien, ces deux acides sont représentés également dans les deux grands règnes d'êtres vivants mais ils se distinguent par leur répartition dans la cellule vivante. L’acide désoxyribonucléique est situé exclusivement dans le noyau alors que l’acide ribonucléique se trouve principalement dans le cytoplasme. Tandis que des chimistes (Jor- PES (124-125), Schmipr et TANNHAUSER (207), SCHNEIDER (209-210), GRÉGOIRE (108), Davipson (80) etc.) ont pu montrer la présence d’acide ribonucléique dans de très nombreux tissus animaux, des cytochimistes, utilisant des techniques nouvelles d'isolement et de séparation des constituants cellulaires, ont trouvé de l'acide désoxyribonucléique dans les noyaux isolés de tissus végétaux et de l'acide ribonucléique dans le matériel cytoplasmique privé de noyau (FEULGEN, FEULGEN, BEBRENS et MampiHASSAN (105) sur des cellules d'embryons de végétäux). : Enfin des travaux plus cytologiques ont permis de localiser définitivement les deux acides dans la cellule entière, je veux parler des études de photométrie en ultra-violet de CasPerssoN (47-48-49-50-51-54-55-56-57-58-59) et des travaux de BRACHET (1940-1941) (33-34-35). Par son test histochimique utilisant la ribonucléase, ce dernier auteur a bien démontré la présence d’acide ribonucléique dans le cytoplasme alors que l’acide désoxyribonucléique est contenu dans le noyau et ses constatations ont été confirmées par de nombreux auteurs (Gersn et Bopian 1943 (109), Davinson et Waymourx 1944 (86), Demrsey et Wiscocrti 1945 (93), etc.).
Cette répartition des deux acides nucléiques entre noyau et cytoplasme est si générale et si caractéristique de toute cellule vivante qu’on la retrouve jusque chez les microorganismes. En effet, après que RosiNow (204-205) eut montré la présence constante dans les corps bactériens d’un organite central basopbhile, apparaissañt nettement après traitement chlorhydrique à chaud, VenoreLzy (R.) (251) montra en analysant chimiquement la technique de RosiNow, que ce corps central devait être constitué d’acide désoxyribonucléique, dont il avait antérieurement constaté la présence constante dans de très nombreux germes à côté de l'acide ribonucléique (250).
Enfin, TuLasne et VENDRELY (R.) (243), par l’emploi d’enzymes spécifiques, achevèrent la démonstration de la localisation des deux acides dans la cellule bactérienpe,
Les recherches modernes ont permis de préciser mieux encore la répartition des acides nucléiques au sein de la cellule.
En ce qui concerne l’acideribonucléique, les belles recherches de BensLey (18-19), puis de CLau»e et Coll. (67-68 69), ont permis d’établir que cet acide est localisé dans des granules cytoplasmiques que l’on peut préparer par broyage et centrifugation différentielle de tissus vivants. CLAuDE décrit deux sortes de granules : de fins granules ultra-centrifugeables, qu’il appelle les microsomes et de gros granules. En 1949, ses élèves, Hocesoom, ScHNeIDER et PALLADE (120-121) montrent que les gros granules ne sont autres que les éléments du chondriome.
Dans le noyau au repos, l’acide ribonucléique est situé dans la partie centrale du nucléole, l’acide désoxyribonucléique est porté par l’euchromatine, et par un anneau entourant le nucléole, c’est la « nucleolar associated chromatin » (Casrersson et Taorezz 1944 (60), Hynen 1943 (123), Thorezz 1944 (241), Davinson et WAyMOUTH 1946 (79)).
L'élégante méthode d'absorption dans l’ultra-violet de CAsPFRSSON a même permis de localiser l'acide désoxyribonucléique sur le chromosome lui-même (47-48- 49 57-213). Travaillant sur les chromosomes géants de la grande salivaire de la Drosophile et des spermatocytes de Sauterelle, cet auteur a montré que l'acide désoxyribonucléique se localisait sur les bandes sombres de ces chromosomes. Bracer (34-37), par l’emploi de la coloration au vert de méthyle-pyronine et des
ne
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enzymes spécifiques, a confirmé cette localisation ; la présence de l'acide ribonucléique dans les chromosomes qu’il a signalée a été discutée (SERRA, 1947 (215), VenoReLy (C. et R.), 1950 (244-247)).
Enfin, CLAuDE, en 1943 (70), par broyage de noyaux et centrifugation différentielle, a isolé des filaments de chromatine constitués principalement de désoxyribonucléohistone. Mirsry et Ris, qui ultérieurement (173) ont isolé par une autre technique des filaments du même ordre, pensent qu’il s’agit là de chromosomes. Mais cette interprétation est actuellement très contestée (134-135-2038).
Ainsi, nous savons actuellement que dans la cellule vivante, l’acide désoxyribonucléique est confiné dans le noyau, réparti au niveau de la chromatine et qu’il se localise le long des chromosomes dans leurs bandes sombres caractéristiques.
L’acide ribonucléique est représenté dans le noyau pour une petite part : il entre dans la constitution du nucléole — mais il se érouve presque entièrement dans le cytoplasme où il est porté par les mitochondries et les microsomes.
Il nous reste maintenant à envisager le point de vue dynamique de la question des acides nucléiques ; je veux parler de leur comportement dans la cellule au cours de variations physiologiques ainsi que leur rôle possible dans la vie de la -cellule.
IT. — Physiologie des acides nucléiques.
Nous l’avons vu au début de ce chapitre, les premiers auteurs travaillant sur les acides nucléiques désiraient étudier un matériel nucléaire: c’est sur les noyaux que portaient leurs investigations et c’est l’acide nucléique du noyau qui fut l’objectif principal et l’objet d’étude de ces précurseurs. Mais si l’on considère les recherches modernes, on s’aperçoit que l’acide ribonucléique a été très soigneusement étudié par les histophysiologistes et les biochimistes, alors que l’acide désoxyribonucléique suscitait un moindre intérêt. Les raisons de cette préférence apparaîtront nettement si nous esquissons une brève revue de nos connaissances sur la physiologie des acides nucléiques : alors que l’on ne remarque que peu de variations quantitatives de l'acide désoxyribonucléique, l'acide ribonucléique varie considérablement au cours de divers états physiologiques.
C’est CasPersson et son Ecole qui, grâce à sa méthode d'absorption dans l’ultraviolet, a pu le premier signaler le comportement de l'acide ribonucléique dans la cellule. Dans toute une série de travaux, maintenant classiques (53), il a montré que dans les cellules embryonnaires en voie d’active multiplication, dans les cellules sécrétant activement des substances protéiques (cellules pancréatiques, par exemple, glande sericigène du ver à soie, cultures de levures en intense multiplication) l'acide ribonucléique est toujours présent en grande quantité — et cette teneur en acide ribonucléique augmente au cours des synthèses de protéines. BrAcHErT (37) a, par sa méthode personnelle, confirmé largement ces résultats.
Boivin et VenDreLY (R.) (25) ont montré, chez les bactéries, que la quantité d’acide ribonucléique augmente considérablement au cours de la phase de latence précédant la multiplication. Ce résultat a été confirmé ultérieurement par MaLu- GREN et HEDEN (154).
D'autre part, au cours du jeûne protéique chez le Rat, Kosrerzirz (133) a vu que l’acide nucleique total du foie, rapporté au poids initial de l’animal, diminue par rapport au témoin. Davinson et Wavmoura (87), Camrsezz et Kos- TERLITZ (44) et plus récemmen' ManpeL (155-156) ont souligné que c’est l’acide ribonucléique du foie qui varie, alors que l’acide désoxyribonueléique ne subit pas de variation notable.
Finalement, nous avons nous-mêmes (244-248) pu vérifier ce fait en soulignant que la diminution de l'acide ribonucléique porte sur la fraction de cet acide contenue dans les microsomes de CLAUDE et non sur celle que renferme le chondriome qui ne varie pas. Ce résultat a été retrouvé par MunTwyLer, SEIrTER et HARKNESS (182).
On pourrait citer bien d’autres exemples de variation de l’acide ribonucléique
mp lee
s’opposant à la stabilité de l’acide désoxyribonucléique au cours de nombreux états physiologiques (gestation, lactation, etc...) (45).
Enfin, les résultats d’études avec les corps marqués (Bruess, Tracy et Con, 1944) (39), (HAMMARSTEN et Hevesy, 1947) (116), BROWN, PETERMANN et FursT (38, ont montré que le renouvellement de l'acide ribonucléique dans la cellule est bien plus rapide que celui de l'acide désoxyribonucléique.
Ainsi, l'acide ribonucléique apparait actuellement comme indispensable à une des fonctions les plus essentielles de la cellule vivante, c’est-à-dire la synthèse des protéines, qui constituent la propre substance de cette cellule et des protéines nécessaires au fonctionnement normal de l’organisme (protéines du plasma, enzymes, etc...).
IV. — L’acide désoxyribonucléique et l’hérédité
Sur la physiologie de l’acide désoxyribonucléique, peu de faits précis. Nous avons vu qu'à la grande variabilité de l’acide ribonucléique s'oppose une sorte d'inertie physiologique de l’acide désoxyribonucléique, qui se renouvelle lentement et varie peu — il offre ainsi peu de prise à l’expérimentation. Cependant, si nous examinons tout d’abord les quelques résultats de dosage des deux acides dans différents tissus du Rat exprimés dans le tableau suivant emprunté à Davipsonx (81), nous pouvons noter une indication qui aura son importance. Les tissus riches en noyaux comme le thymus ont une bien plus haute teneur en acide désoxyribonucléique que les tissus comme le foie à grosses cellules munies d’un cytoplasme abondant et qui contiennent pour un même poids sec d’organe un bien plus petit nombre de noyaux. Il semblerait se dessiner ici une proportionnalité au moins grossière entre le nombre des noyaux et la teneur en acide désoxyribonucléique.
TABLEAU
indiquant la teneur en acides nucléiques (acide ribonucléique ARN et acide désoxyribonucléique ADN) de quelques tissus normaux du Rat
(Davipson). (Analyses effectuées par la méthode de ScaNEIDER).
Mg. de phosphore pour 100 g. de tissu frais
Tissu
P. de l’ARN P. de l'ADN DIRSCIERRR RP 0 0. À 4,7- 10,4 3,6- 9,4 Musclercardraque REA 9,6- 16,3 10,8- 19,7 Cerveau AE Te rerrente 14,7- 19,8 11,9- 12,9 BORMON SERRE 02, LE de 7 LCL. 11,7- 24,4 46,6- 80,7 OL Re ET Te UE PRE PAU 24,9- 30,2 33,1- 42,0 DAYAUS PL LU COTON 28,6- 47,2 240 -309 RENNES MOT PEN PRE UNS RE 36,7- 53,7 TD ET 0 RAT CRE A SR Rs ln AU Ce AE, 147 -234 37,2 48,2 FOTO MMIADEREO à 55,0- 71,5 20,8- 31,3
— Qi
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LES MUTATIONS DIRIGÉES
Mais c’est aux travaux d’Avery et ses collaborateurs (8-152-153) sur le Pneumocoque, de Boivin et ses collaborateurs (20-22-23-2/4-26) sur le Colibacille que l’on doit l'indication la plus décisive sur le rôle de l’acide désoxyribonucléique dans la vie cellulaire. D’après ces travaux, en effet, l’acide désoxyribonucléique jouerait un rôle de premier plan dans les phénomènes d'hérédité et serait un constituant important des gènes.
Avery et Boivin ont montré que l’on peut transformer un type bactérien possédant certains caractères morphologiques et antigéniques en un autre type voisin, différant du premier par ces mêmes caractères. L'agent inducteur responsable de cette transformation est un acide désoxyribonueléique extrait du second type et qu’il suffit de mettre en contact avec le premier pour obtenir cette mutation. Et notons, fait très important, que cette action est strictement spécifique, aucun autre acide désoxyribonucléique que celui obtenu à partir du germe inducteur ne peut provoquer la mutation.
Déjà, Grirrirn (112), Dawson et Sra (88), ALLowayx (5), avaient montré que l’on peut transformer un type de pneumocoque en un autre type en amenant en contact, ën vitro, la forme R vivante avec la forme S, tuée par la chaleur, du type, à obtenir, ou avec un extrait soluble préparé à partir de cette même forme S. Mais ils n'avaient pas identifié le principe actif de cet extrait.
Depuis les travaux d’Avery et de Borvin, d’autres cas de mutation dirigée ont été mis en évidence (par Weis et Binper (260) chez les bacilles dysentériques, ManniGer et NoGrapt (157) chez le Bacille du charbon et par Dran- ZANI (96) chez de nombreux germes).
On savait depuis longtemps que tous les êtres vivants peuvent présenter des variations.
Certaines sont provoquées par des changements dans les conditions extérieures et elles intéressent l'individu mais non pas sa descendance; ce sont des somations qui déterminent le phénotype sans s'inscrire dans le génotype. D’autres sont héréditaires; ce sont les mutations, qui s’opposent aux somations par leur irréversibilité, des caractères nouveaux apparaissent brusquement dans la descendance d’un couple d'êtres pour se maintenir ensuite à travers toute la lignée dérivant d'eux. Les somations se produisent sans qu'aucune modification intéresse les gènes. Au contraire, les mutations sont le résultat de changements plus ou moins étendus dans le nombre, dans la position et dans la nature des gènes.
Ces mutations, spontanées, voient leur fréquence accrue par certaines actions physiques ou chimiques, en particulier les rayons X (Muzrer). Mais ces modifications obtenues chez des animaux ou sur des végétaux sont
imprévisibles, — tel ou tel caractère est transformé, tel ou tel gène est détruit ou modifié, — sans que l’expérimentateur puisse prévoir ou diriger cette mutation.
Au contraire, chez les bactéries, on peut induire à volonté l'apparition d'nn nouveau caractère (par exemple, propriété de faire fermenter tel ou tel sucre, composition chimique différente du polysaccharide formant la capsule
= IOt—
du germe), par l’action de l’acide désoxyribonucléique d’une bactérie toute voisine possédant ce caractère. On réalise donc, dans les cas favorables, une mutation dirigée en faisant passer un germe d’un certain type à un autre type désigné à l'avance. C'est ce qui rend précieux ces résultats quant à leur interprétation et à leur signification sur le plan de la biochimie de l’hérédité. Au lieu d’un traumatisme, obtenu au hasard, et grâce à un agent sans spécificité (gaz moutarde, rayons X), on a une transformation prévisible sous l’action d’un produit biologique dont tout porte à croire qu’il entre dans la constitution des gènes : l’acide désoxyribonucléique.
Le fait que ces travaux n’aient pu, jusqu’à présent, être réalisés que sur des microorganismes ne doit pas en limiter la portée. En effet, les recherches modernes nous montrent que les bactéries peuvent être assimilées aux cellules des êtres supérieurs avec leur cytoplasme et leur noyau, et d’aprèsles travaux de Tarum (237), il y a tout lieu d'admettre l’existence dans ce noyau de gènes multiples, exactement comme chez les êtres supérieurs. Enfin, les observations de LenerBERG et Tarum (139) semblent bien indiquer la possibilité d’une sexualité au moins occasionnelle chez les bactéries. Ainsi aucune différence vraiment fondamentale ne vient s'élever entre les bactéries et les autres êtres vivants et l’on est autorisé, à partir de résultats obtenus chez les bactéries, à édifier une hypothèse de travail valable pour tous les êtres vivants. C’est ce qu'ont fait Boivin et ses Collaborateurs (27) en essayant d'interpréter leurs résultats sur les mutations dirigées : Ces auteurs ont conclu, d’une part, à l'existence d’acides désoxyribonucléiques de types différents, d'autre part, au rôle fondamental de l'acide désoxyribonucléique dans la constitution chimique des gènes.
SIGNIFICATION BIOLOGIQUE DES MUTATIONS DIRIGÉES
a) Multiplicité des acides désoxæyribonucléiques. — L'existence d’acides désoxyribonucléiques de types différents doit être admise en effet si l’on considère que ce n’est pas l’acide désoxyribonucléique d’une source quelconque, qui permet d'obtenir une mutation, mais bien l’acide désoxyribonucléique provenant du type bactérien que l’on veut reproduire.
Des recherches récentes semblent bien vérifier tout à fait cette conception :
En 1948-1949. Miss TayLor (238-239) a apporté pour la première fois la démonstration de la coexistence possible d'au moins deux acides désoxyribonucléiques fonctionnellement différents, dans un même extrait bactérien. Elle est parvenue, en effet, avec un même échantillon d’acide désoxyribonucléique, isolé du Pneumocoque smooth, type IT, à provoquer successivement (et non simultanément) deux inductions spécifiques, un Pneumocoque passant de la forme extrême rough à la forme rough, puis de la forme rough à la forme smooth, Avec un autre échantillon d’acide désoxyribonucléique isolé de la forme rough, elle a pu transformer le variant extrême rough en variant rough. La fraction désoxyribonucléique du Pneumocojue smooth, type III contiendrait donc deux principes distincts d’une spécificité différente, tandis que la fraction correspondante du Pneumocoque rough ne contiendrait seulement que l’un des deux principes. |
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En 1948 également, Horcaiss (122), utilisant l’élégante technique de chromatographie sur papier, qui permet d’opérer sur 2 à 3 mg. de substance, a étudié la composition de l'échantillon d’acide désoxyribonucléique qui avait servi à Avery et ses Collaborateurs dans leurs expériences de transformation de type. Il a pu montrer que ce corps diffère quelque peu de l’acide classique du thymus par les proportions relatives selon lesquelles figurent au sein de sa molécule, l’adénine, la guanine, la cytosine et la thymine.
Parallèlement, CHarGArr, ZAMENuorr, Viscxer et Collaborateurs (63-6/-65- 272) ont généralisé ce genre de recherches et l’ont appliqué à des échantillons d’acides nucléiques de types les plus variés. Ils sont parvenus à montrer que les acides désoxyribonucléiques, extraits de différentes espèces, paraissent être des substances différentes. Les acides désoxyribonucléiques des animaux et microorganismes contiennent des proportions variées de leurs quatre constituants azotés (adénine, guanine, cytosine, thymine). Leur composition paraît être caractéristique de l’espèce, mais non du tisssu dont ils proviennent. Ces résultats font présumer qu’il existe un nombre énorme d’acides nucléiques structurellement différents, un nombre certainement beaucoup plus grand que ne peuvent nous le révéler les méthodes analytiques actuellement en notre possession. D’après CaarGarr et ses Collaborateurs on ne pourrait pas encore décider à l’heure actuelle si ce qu’on appelle acide désoxyribonucléique d’une espèce donnée est une individualité chimique, ou s’il s’agit d’un mélange d’acides désoxyribonucléiques très peu différents les uns des autres (autant d'acides différents que de gènes). L'analyse chimique, appliquée à un tel mélange, ne donnerait qu’un résultat statistique. La constance de ce résultat pour tous les organes d’une espèce ne ferait que révéler l'identité de ce mélange à travers tous les organes.
Quoi qu’il en soit, il semble bien que l’on doive abandonner la vieille hypothèse d’une structure tétranucléotidique régulière des acides nucléiques, admise encore couramment jusqu’ici.
TABLEAU
indiquant les proportions moléculaires des purines et pyrimidines dans des acides désoxyribonucléiques de différentes espèces (résultats choisis dans les publications de CuarGarr ef Collaborateurs).
Adénine Thymine
Guanine Cytosine CRVHUERNENDE UE D 1,3 14 Bœuf RATE ERP 1,2 1,5 Foie 1,3 — CÉVNUS PNR RE TE 1,9 1,5 HOnMeENMSLÈTNE PIE TU 1,6 1,7 Foie 140 1,8 S'AUMORMISPETNE FE UT NE. 1,4 1,4 Levure ÉD EU F3) 1,9 Bacille luberculose aviaire, . . . . 0,4 0,4 S'ÉP'AULGEMATCESCERS NN TRE EE 0,7 0,7
= nO—
Les recherches de ce genre suscitent actuellement un grand intérêt et sont poursuivies dans de très nombreux laboratoires (1-7/4-158-267-270).
b) Rôle de l'acide désoxyribonucléique dans la coastitution chimique des gènes. —L'acide désoxyribonucléique débarrassé de tout autre constituant, -est le seul principe inducteur responsable de la mutation dirigée. Il provient d'une solubilisation du matériel nucléaire (voire du matériel chromosomique de la bactérie inductrice (90)). Cette constatation suggère évidemment que l’acide désoxyribonucléique peut être considéré comme l'élément spécifique du gène. Ainsi chaque noyau d’être vivant contiendrait une série de macromolécules d'acide désoxyribonucléique toutes distinctes les unes des autres et répondant à la série des gènes de l'espèce considérée. Mais, jusqu’à présent, aucune tentative de modification de caractères héréditaires chez les êtres supérieurs, par de l’acide désoxyribonucléique isolé, n’a été signalée ; peut-être y a-t-il là un vaste champ d’études pour l’avenir ? ‘
Enfin, quel estle mécanisme intime de ce phénomène de mutation dirigée ? La molécule d'acide désoxyribonucléique responsable de la mutation pénètret-elle dans le corps bactérien pour y provoquer directement la formation de l’antigène ou de l’enzyme que l’on y verra apparaîtré? Agit-elle par l’une de ces forces à longue distance dont parle RoTHEn (20û) pour induire chez la bactérie des molécules semblables à elle-même qui viennent s’ajouter au matériel génique de la bactérie induite ? On ne peut, dans l’état actuel de nos connaissances, résoudre ce problème. |
Quoi qu'il en soit, l’hypothèse selon laquelle l'acide désoxyribonucléique représenterait le matériel chimique actif des gènes avait un corollaire qu'il était possible de vérifier : On sait que si l’on considère un être vivant d’une espèce donnée, son équipement génétique est le même dans tous les noyaux de toutes ses cellules, et que les gamètes ne contiennent individuellement que la moitié des gènes de la cellule somatique. S'il est vrai que les gènes ont pour constituant essentiel l'acide désoxyribonucléique, tous les noyaux d’un. individu appartenant à une espèce donnée et à tous les individus à l’intérieur de cette espèce doivent contenir la même quantité de cet acide et les gamètes (spermatozoïdes et œufs) doivent n’en contenir que la moitié.
C’est à ce problème que, en plein accord avec le Professeur Boivin, nous nous sommes attaqués dès 1947, le Docteur R. VENDRELY et moi-même.
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I. — Matériel et méthodes
Le problème qui se présentait à nous était le suivant : comment déterminer la teneur en acide désoxyribonucléique (ADN) (‘) d’un seul noyau cellulaire au moyen des techniques chimiques dont on dispose à l'heure actuelle. Il n’était évidemment pas question de s’adresser à un seul noyau isolé au micromanipulateur pour en effectuer le dosage; en effet, les méthodes de microchimie les plus délicates et les plus ingénieuses telles que celles mises au point par exemple au Carslberg Institute par les professeurs Linpersrrôm-LanG et Hozrer ne permettent pas de mesurer avec précision moins de 1 à 5 y d’azote ou de 0,5 à 10 y de phosphore, ce qui représente déjà une belle réussite technique, mais qui correspondrait certainement à des centaines de mille ou même des millions de noyaux. La microchimie, pour le problème que nous envisagions, ne pouvait rendre plus de service que les méthodes habituelles de la macrochimie. Il fallait donc effectuer le dosage de l'ADN sur un très grand nombre de noyaux, ce qui ne présente aucune difficulté, puis diviser le résultat du dosage par le nombre de noyaux utilisés.
On pouvait évidemment faire ce dosage sur une masse connue d’un organe : le foie par exemple et compter le nombre de noyaux dans une partie aliquote de cet organe fixée, coupée en série et colorée. On sait que l'ADN est exclusivement confiné dans le noyau des cellules, par conséquent le dosage sur le tissu total était légitime. Cependant cette méthode un peu compliquée comportait de grandes causes d’erreur : on se rendra compte, en effet, de la difficulté que présente, même pour un histologiste averti, une numération exacle de noyaux dans une série de coupes d’un tissu. Cette technique théoriquement possible ne peut donner que des résultats approximatifs et ne saurait être utilisée couramment pour un travail de routine. Nous avons donc très vite abandonné cette première idée et nous avons entrepris d'étudier l'ADN de noyaux isolés.
1) Isolement des noyaux.
A. — TECHNIQUE
a) Historique. — L’isolement de noyaux cellulaires a été réalisé depuis très longtemps. En 1856, Surrn (219) a obtenu des noyaux libres à partir de peau et de tissu tumoral par action de l'acide acétique, observation dont personne n’a
(:) Nous emploierons dorénavant pour plus de commodité, les abréviations ADN pour désigner l'acide désoxyribonucléique et ARN pour désigner l'acide ribonucléique.
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fait usage par la suite. En 1869, Miescuer (165), nous l’avons vu, a réalisé la séparation mécanique des noyaux de cellules de pus. 11 procédait de la façon suivante : les cellules de pus étaient digérées dans de l’acide chlorhydrique dilué pendant des semaines puis secouées dans une fiole à séparation avec de l’éther. Une partie se dépose à l’intertace eau-éther, l’autre se réunit au fond du récipient : ce sédiment est constitué presque uniquement de noyaux. M1esCHER isola également des têtes de spermatozoïdes de Saumon par agitation mécanique en milieu aqueux avec des billes de verre ou par emploi d’acide acétique dilué.
PLosz (190) et après lui AGKERMANN (2) et beaucoup d’autres auteurs ont isolé les noyaux d'érythrocyte de Poissons, d'Oiseaux et de Serpents par laquage de ces érythrocytes au moyen de saponine, lysolécithine, tyrothricine, etc. (108- 136-257-271) (1).
Mais il s'agissait là d'isolement des noyaux de cellules libres, c'est-à-dire plus faciles à attaquer que les cellules constituant un tissu compact. De tels isolements de noyaux aux dépens de tissus compacts ont été réalisés en 1932 par BEBRENS (16-17), qui a mis au point un procédé compliqué comportant le broyage du tissu déshydraté en poudre impalpable et séparation des noyaux plus denses par centrifugation, après mise en suspension dans un mélange de benzène-et de chloroforme ou tétrachlorure de carbone.
En 1942 BensLey (18-19) isolait des noyaux du matériel cytoplasmique par simple broyage de tissus dans du sérum physiologique et centrifugation différentielle. CLAUDE et ses élèves (67-68. 69-120), puis Lazarow (137) effectuaient également des isolements des différents constituants de la cellule, mais ces auteurs étaient plus intéressés par le fractionnement des éléments du cytoplasme que par l’obtention de quantités de noyaux bien isolés et leurs techniques ne pouvaient être appliquées ici.
Crossmox (72) utilisa le premier l’acide citrique à 5 o/o pour isoler, à partir du muscle, de petites quantités de noyaux, suffisantes pour l’étude au microscope. Mais c'est STONESURG (233) qui, s'inspirant de ce travail, mit au point vraiment la première méthode générale d’isolement des noyaux par de l’acide citrique. Sa technique fut reprise avec des modifications variées par plusieurs auteurs ; citons en parliculier Dounce (101-102), MArRSHAK (160), Von Euzer (258), Mirsxy et PoisTER (172), etc. Ces auteurs, après STONEBURG, broyaient des tissus congelés et mettaient la pulpe ainsi obtenue en suspension dans une solution faible d’acide citrique. Après agitation, une série de centrifugations permet de séparer les cytoplasmes des noyaux (?).
Nous avons repris la méthode dans son principe fondamental en la modifiant de telle sorte que la suspension de noyaux obtenue remplit les conditions nécessaires à notre problème de numération de noyaux.
b) Technique personnelle (29-253).
x) Considérations générales. — Tout d’abord, il s'agissait d’avoir un bon rendement en noyaux, c’est-à-dire, à partir d’un poids d’organe donné, d'obtenir le plus grand nombre possible de noyaux. En effet, si nos premiers essais, comme nous allons le voir, ont porté sur des organes de Bœuf et de Veau : foie, pancréas, rein, thymus, etc. que l’on peut se procurer à l’abattoir en grandes quantités, nous avons été amenés par la suite à nous adresser à
(*) Nous ne citerons que pour mémoire l'isolement de noyaux au micro-manipulateur (CHamsers, ComanDoN et De FONBRUNE) qui ne saurait être utilisé pour notre problème. à Pix F
(2) Pour ceux que cette question de l’isolement des noyaux intéresse, citons encore un travail récent dû à Wizeur et ANDERsON (266) qui isolent les noyaux du foie de Rat et de Hamster dans une solution saline et sucrée, tamponnée à
pH — 7,1.
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des animaux plus petits et plus précieux et il importait d'éviter une trop grande perte de noyaux au cours de la préparation.
Ce problème du rendement nous amena à essayer systématiquement différentes concentrations d'acide citrique et nous nous sommes aperçus que le rendement en noyaux croissait avec la concentration d'acide citrique employée, jusqu’à une teneur optima que nous avons adoptée : moléculaire/3, c’est-à-dire environ 7 0/0. Cette solution concentrée est utilisée pour le premier temps de la méthode : la dissociation des cellules ; nous avons utilisé ensuite de l’acide citrique M/18 pour éviter un contact trop prolongé des noyaux nus avec un milieu très acide (!).
D'autre part, il importait d’avoir une suspension homogène, c’est-à-dire ne contenant pas de grumeaux qui rendent impossible la numération. Pour cela, il faut que les noyaux soient en bon état et que leur membrane garde son intégrité (des noyaux étirés, partiellement déchirés s’aggloméreront bien plus facilement que des noyaux intacts). Il faut aussi que ces noyaux soient bien débarrassés des débris cytoplasmiques qui peuvent favoriser la formation d’agglutinats.
Nous obtenons ce résultat en congelant les organes dès leur récolte ; nous évitons ainsi tout phénomène de lyse enzymatique. Les tissus sont ensuite débités en fins copeaux, au moyen d’une lame de rasoir. Nous avons évité l'emploi du Waring-mixer qui nous paraît dangereux pour les noyaux. En effet, d’après Mirsky (173), le même Waring-mixer utilisé pendant un temps un peu plus long permet d'obtenir non plus des noyaux mais des chromosomes, ou plus exactement des filaments chromatiques ; il est donc à craindre que l’usage même prudent de cet instrument n’impose un début de traumatisme aux noyaux, ce que nous voulons à tout prix éviter.
L'élimination des débris cytoplasmiques se fait, d’une part, par l’immersion et l'agitation prolongée du tissu dans un acide citrique relativement concentré M/3, qui, nous le verrons, solubilise largement le matériel cytoplasmique ; d’autre part, par filtration sur papier spécial (il s’agit de ce que les Américains appellent « tissue paper ») étalé en une seule couche sur un buchner. Ce papier, dont les pores sont irréguliers mais assez larges pour ne retenir aucun noyau, s’est révélé bien supérieur à la mousseline et aux autres papiers filtre que nous avons essayés. Enfin, une série de centrifugations différentielles élimine les débris cytoplasmiques plus fins que les noyaux, la filtration ayant éliminé les autres.
Voici donc en résumé la technique que nous avons mise au point. Elle est applicable dans ses grandes lignes à tous les tissus, mais les temps d’immersion dans l’acide citrique, d’agitation et le nombre et la vitesse des centrifugations peuvent et doivent être modifiés suivant la solidité des tissus, la richesse des cellules en inclusions. etc.
B) Description de la technique.
(1) Congélation des tissus à — 25°.
(") Nous avons pu vérifier par la suite que cette précaution n'avait aucune importance, tout au moins en ce qui concerne l’étude analytique de l'ADN.
NT Er
(2) Les tissus sont finement coupés au rasoir et mis en suspension dans environ 10 fois leur poids d'acide citrique M/3 glacé (+ 2°).
(3) Agitation 15 minutes à la machine à agiter.
(4) Filtration sur « papier-tissu ».
(5) Centrifugation dans une centrifugeuse refroidie 5 minutes à 3.500 tours/minute. La liqueur surnageante est écartée.
— Le culot est repris par de l'acide citrique froid mais à la concentration M/18 et recentrifugé à une vitesse moindre (2.500 tours/minute environ).
On répète l’opératio 1 en contrôlant la suspension au microscope. Lorsqu’on a ainsi éliminé les granulations cytoplasmiques (3 centrifugations de moins en moins rapides suffisent en général), on centrifuge une dernière fois à 1.000-1.200 tours seulement pendant 5 minutes pour achever l'élimination de tous les débris cellulaires. On conserve la suspension finale dans de l’acide citrique M/18. Toutes ces opérations sont effectuées à basse température.+
On obtient ainsi très facilement de grandes quantités (!) (des grammes) de noyaux purs en excellent éfat du point de vue morphologique et en suspension homogène.
c) Cas particuliers. — Cas des spermatozoïdes (253). — Des épididymes de Taureaux fraîchement recueillis à l’abattoir sont découpés en menus fragments et placés dans des petits paniers de toile métallique suspendus à l’intérieur de tubes à centrifuger. On centrifuge pendant 5 minutes à 2.000 tours dans la centrifugeuse refroidie. Les spermatozoïdes très purs s’accumulent au fond du tube alors que les fragments d’épididyme sont retenus par la toile métallique.
On lave ensuite une ou deux fois les spermatozoïdes dans l’eau distillée et on obtient très rapidement une belle suspension, qui, après filtration sur « tissu-paper », est amenée à la dilution la plus favorable pour la numéra-
tion. Les lavages et la filtration ont pour effet d'éliminer les quelques cellules et débris qui sont mêlés au sperme épididymaire.
Cas des érythrocytes d'Oiseaux ou de Poissons (254). — Le sang est recueilli dans un large récipient contenant du sérum hépariné (1 mg./litre) et citraté (1 g. citrate au litre) pour prévenir la coagulation et empêcher l’action éventuelle d’une désoxyribonucléase. Le mélange est ensuite centrifugé à 3.000 tours pendant 5 minutes. Les érythrocytes réunis en culot sont alors remis en suspension dans une solution physiologique citratée additionnée de saponine (6 g. 0/00) et on les laisse en contact 15 minutes à la glacière en agitant de temps à autre. Il ne reste plus ensuite qu’à recueillir par centrifugation les noyaux d’érythrocytes, libérés par laquage des cellules, et à les laver plusieurs fois dans du sérum physiologique citraté pour éliminer tota-
lement l’hémoglobine.
(*) Pour donner une idée du rendement, voici quelques résultats de poids de noyaux obtenus à partir de 100 g. de tissu :
Veau : Foie : z) 460 mg.; 2) 5o2 mg. de noyaux. — Thymus : 7) 2277 et 2) 2266 mg. ; rein : 460 mg.
Porc : Foie : 1036 mg.
BULL. BIOL., fASC. 1, 1992. 3
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B. — DISCUSSION DE LA TECHNIQUE
Il nous reste maintenant à envisager cette technique du point de vue critique, et en particulier à nous demander si les noyaux ainsi isolés sont tout à fait identiques aux noyaux vivants quant à leur teneur en ADN. Nous avons utilisé des concentrations d’acide citrique nettement plus élevées que les autres auteurs, et nous nous sommes demandé quelle pouvait être l’action de cet acide sur les tissus en général et sur la nucléoprotéine des noyaux en particulier. Pour cela nous avons procédé à deux sortes d'expériences, l’une portant sur le produit chimique isolé et l'autre sur les noyaux eux-mêmes.
Nous avons isolé par la méthode de Mirsky et Pozrisrer (171) une désoxyribonucléoprotéine de thymus de Veau et nous en avons placé une quantité connue (évaluation du poids sec) dans de l’acide citrique M/3. Après plusieurs heures et même plusieurs jours, la masse de nucléoprotéine évaluée en poids sec était absolument'inchangée, nous avons simplement constaté à la longue une sorte de rétraction et de durcissement de ce produit, une sorte de fixation au sens histologique du terme.
On sait d’autre part que l’acide citrique a une action inhibitrice sur la désoxyribonucléase, ce qui rend l’autolyse par des enzymes tissulaires impossible au niveau de noyaux en suspension dans l’acide citrique. Ceci est d’ailleurs confirmé dans notre deuxième expérience portant sur les noyaux.
Nous avons déterminé la teneur absolue en acide désoxyribonucléique de noyaux d’érythrocytes d’Oiseaux isolés dans du sérum physiologique suivant la technique décrite ci-dessus. Nous avons, d'autre part, mis une partie de ces noyaux d’érythrocytes dans de l’acide citrique M/3 pendant plusieurs heures. Enfin, nous avons étudié des érythrocytes complets traités à l’acide citrique.
Le résultat sur la teneur en ADN de noyaux ou érythrocytes complets traités à l’acide citrique, s’est révélé être absolument le même que celui obtenu chez les noyaux isolés sans acide citrique.
Ainsi nous pouvons conclure en toute certitude que l’acide citrique, bien loin de détruire la désoxyribonucléoprotéine du noyau, a une action conservatrice en inhibant l’enzyme qui détruirait normalement cette substance et en agissant comme un fixateur très doux qui en effectuerait une coagulation très progressive. D'ailleurs l'examen microscopique de noyaux ainsi préparés, soit au microscope à contraste de phase, soit après fixation et coloration au Feulgen par exemple, soit enfin au microscope à ultra-violet, montre qu’ils sonten tous points morphologiquement identiques aux noyaux examinés dans des cellules entières :n vivo ou en section.
Enfin, l’acide citrique, tout en conservant les noyaux, a une action destructive et solubilisante sur le matériel cytoplasmique, comme on peut le constater au microscope en examinant entre lames et lamelles quelques cellules entières en suspension dans l'acide citrique : on assiste à une destruction graduelle du cytoplasme qui peut être activée par quelques chocs mécaniques portés sur la lamelle. Cette destruction est d’ailleurs facilitée dans notre technique par la congélation préalable des tissus, qui rend plus fragiles les membranes cellulaires et prépare la dissociation du tissu.
En
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Eafin, un dernier point restait à élucider, la filtration et les centrifugations différentielles ne pourraient-elles avoir pour effet d'éliminer certains noyaux de taille nettement différente de la taille moyenne ? En d’autres termes, lorsqu'on traite un tissu comme le foie par exemple, composé en majorité de cellules hépatiques mais contenant en outre une certaine proportion de cellules de Kupprer, de tissu conjonctif et de vaisseaux sanguins, tous les types de noyaux sont-ils représentés dans la suspension finale ? Un simple examen au microscope permet de répondre par l’affirmative à cette question et, si nous comparons soigneusement les noyaux d’une section de foie à une goutte de suspension de noyaux isolés, nous pouvons constater que cette préparation renferme les différents types de noyaux contenus dans la coupe et qui sont aisément reconnaissables. Quant à leurs proportions respectives, il est difficile de se prononcer en toute certitude, mais il ne semble pas y avoir à ce sujet de différence frappante entre la coupe histologique et la suspension de noyaux. D'ailleurs, des expériences plus précises de cytochimie quantitative, que nous rapporterons au Chapitre Il, nous ont prouvé mieux encore que la suspension de noyaux que nous obtenons est tout à fait comparableau mélange de noyaux représentés dans le tissu vivant.
2) Numération.
Pour effectuer la numération de la suspension de noyaux ainsi obtenue, nous en mesurons le volume exact, et nous effectuons grâce à une pipette jaugée une dilution convenable d’une partie aliquote de cette suspension. Cette dilution est faite dans un tube à essai. On a déterminé par tâtonnement, en contrôlant au microscope, la dilution la plus commode pour la numération, mais avec un peu d'habitude, on reconnaît à l'œil la suspension d’un blanc laiteux et translucide qui doit convenir.
On prépare ainsi pour plus de précaution deux à trois tubes d’une certaine dilution et deux à trois tubes d’une dilution différente. On diminue ainsi les causes d'erreur pouvant provenir de la prise à la pipette, en s’assurant plusieurs contrôles.
La numération se fait dans une cellule à compter les globules sanguins (nous avons utilisé constamment l’hématimètre de Taoma). Nous effectuons une ou deux numérations pour chacun des tubes préparés. Si les résultats ainsi obtenus sont en bon accord, ce qui arrive habituellement, on en fait la moyenne. Cette numération est le plus souvent assez facile, mais un certain nombre de difficultés peuvent se présenter, et certaines précautions sont à prendre pour les éviter.
Nous allons les énumérer rapidement :
— La floculation : Nous avons constaté que si l'on effectue la dilution de la suspension mère dans l’eau distillée, il se produisait une floculation immédiate visible à l'œil nu. Au microscope tous les noyaux sont agglutinés en gros paquets, il est impossible de les compter. Ce phénomène ne se produit pas si l’on reste constamment en milieu citrique M/18, la suspension, au contraire, est remarquablement stable.
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— Grumeaux : Quelquefois, on rencontre dans la suspension des paquets de noyaux ; nous avons vu qu’une élimination soigneuse des débris de cytoplasme ainsi que l'obtention de noyaux intacts évitait cet accident. Dans d’autres cas une simple agitation dissocie ces noyaux. D’autres fois, les grumeaux apparaissent au moment où la goutte de liquide est déposée sur l’hématimètre ; cela se produit lorsque l’hématimètre n’est pas parfaitement propre. On a donc toujours soin d’en laver la lame et la lamelle au mélange alcooléther et de les essuyer soigneusement.
— Ondes moirées : On a souvent la surprise, quand on a préparé par exemple des noyaux de thymus (organe assez gras), d’apercevoir les noyaux répartis en ondes moirées sur le compte-globule. Ce phénomène est produit par la présence d’un film de matière lipidique, formé sur la surface externe de la pipette et qui vient ensuite, par effet de surface, empêcher une répartition uniforme des noyaux dans la goutte que l’on vient de déposer. Il convient donc, avant de déposer une goutte sur l’hématimètre, d’essuyer soigneusement l'extérieur de la pipette, de laisser perdre les premières gouttes et d’essuyer à nouveau la pipette.
— Répartition des noyaux sur plusieurs plans : Il convient, avant de compter les noyaux, de faire varier la mise au point dans différents plans entre la lame et la lamelle pour s'assurer que les noyaux sont tous sur le même plan. Dans le cas contraire, il faut attendre que tous les noyaux soient déposés. Quelquefois un nombre non négligeable de noyaux adhère à la face inférieure de la lamelle ; ceci se produit encore lorsque la lamelle de l’hématimètre est mal dégraissée.
— Grosses granulations : Il nous est arrivé, très rarement, quand nous nous sommes adressés à certains matériels particuliers (hépatopancréas d’Escargot, foie de certains poissons par exemple), de rencontrer des granulations cytoplasmiques abondantes (grains de sécrétion, globules lipidiques), sensiblement de même taille que les noyaux et qu’il est impossible d'éliminer de la suspension. On est donc en présence d’un mélange de noyaux et de granulations difficiles à distinguer les uns des autres sans coloration. Dans ce cas, on effectue la dilution de la suspension mère par de l'acide citrique M/18 contenant quelques gouttes de bleu de Toluidine à 1 o/o. Les noyaux se colorent en bleu, leur chromatine apparaît, tandis que les granulations restent incolores.
Quand toutes les précautions énumérées ci-dessus sont prises, la numération n'offre pas de difficulté et les erreurs sont de + 5 0/0 au maximum.
3) Dosages chimiques,
Pour la détermination chimique de l'ADN des noyaux, nous opérons sur la suspension citrique et utilisons, avec quelques modifications, la méthode donnée par Scnnelver (209) pour l'évaluation de l'acide désoxyr ibonucléique et de l’acide ribonucléique sur les tissus animaux.
Voici en résumé la technique à laquelle nous nous sommes arrêtés :
Un traitement préalable à l’acide trichloracétique froid à 5 0/0 pendant une
nuit, permet d'éliminer l’acido-soluble, après quoi on récupère les noyaux par centrifugation. Ceux-ci sont alors soumis à l’action de l’acide trichloracétique à 5 o/o pendant 15 minutes à go degrés. Ce traitement extractif, répété trois fois, solubilise les deux acides nucléiques au prix, du reste, d’une hydrolyse partielle de ces corps, dont en particulier se détachent les purines.
Sur l’extrait trichloracétique chaud ainsi obtenu, on dose l’acide nucléique total par les purines, après une hydrolyse de 2 heures à 100° en milieu HCI/N. ‘ Les purines sont évaluées par la microtechnique de précipitation cuivreuse, mise au point par Venprezy R. et SARGIRON (252). Cette évaluation des acides aucléiques par les purines est beaucoup plus spécifique que l’évaluation qu’en a fait Scaneiner par le phosphore; d’autre part, elle évite la complication d’une délipidation des noyaux, dont ne peut se passer ScaneIper (élimination des phospho-lipides). Sur le même extrait trichloracétique chaud, on dose l'acide désoxyribonucléique par la technique colorimétrique de Discue (97) à la diphénylamine. '
On peut déterminer en outre l’acide ribonucléique par la technique colorimétrique de von Eurer (259) à la phloroglucine, ce qui permet, connaissant l'acide nucléique total des noyaux, d'obtenir par différence une seconde évaluation de l'acide désoxæyribonucléique de ces mêmes noyaux.
Dans un certain nombre de cas. nous avons recoupé les résultats ainsi obtenus, en mettant en œuvre, avec quelques modifications, la méthode donnée par ScHMIDT et THANNHAUSER (207) pour leurs travaux. Les noyaux, privés au préalable de leur acido-soluble par l’acide trichloracétique froid, sont traités pendant
TaBzeau I
Comparaison entre la technique de Scuneiner ef notre méthode.
Technique SCHNEIDER Notre méthode
1) Enlèvement du P acido-soluble par l’acide|1) Enlèvement des corps puriques acido-
trichloracétique froid. solubles par l’acide trichloracétique froid. 2) Enlèvement du P lipidique. 2) inutile 3) Extraction du P nucléique : liqueur à|3) Extraction du bloc purique : liqueur à analyser. analyser.
Dosages Dosages
1) Dosage du P organique sur la liqueur à|1} Dosage de l’N purique (hydrolyse chloranalyser donne acide nucléique total. hydrique en milieu N 2 heures au bainmarie bouillant) plus spécifique sur la liqueur à analyser donne acide nucléi-
que total.
2) Discne donne acide désoxyribonucléique.|2) Discme donne acide désoxyribonucléique.
3) Braz messaum donne acide ribonucléique|3) Von EuLER donne acide ribonucléique (aprés correction). (sans correction).
22 COLETTE VENDRELY
TABLEAU Il
Comparaison entre la technique de Scnminr el THANNHAUSER et notre méthode.
Technique Scaminr et THANNHAUSER Notre méthode
1) Enlèvement de l’acido-soluble par l’acide|r) Enlèvement de l’acido-soluble par l’acide
trichloracétique froid. trichloracétique froid. 2) Enlèvement du P lipidique par des sol-|2) inutile vants. )
3) Traitement par KOH.N 20 heures à 370.13) Traitement par KOH.N 20 heures à :70.
4) Précipitation de l'acide désoxyribonu-|4) Précipi ation de l’acide désoxyribonucléique par HCI + CCI#CO’H. cléique par HCI + CCICO'H.
Dosages Dosages
1) Dosage colorimétrique du P sur lalr) Dosage de l'N purique sur la liqueur liqueur alcaline donne Acid- nucléique| alcaline donne Acide nucléique total. total.
2) Dosage colorimétrique du P sur lal2) Dosage de l’N purique sur la liqueur liqueur acide donne Acide ribonucléique| acide donne Acide ribonucléique. plus phosphoprotéines.
3) Dosage colorimétrique du P minéral sur|3) Dosage de l’'N purique du précipité en la liqueur acide donne phosphoprotéines.| milieu acide donne Acide désoxæyribonucléique.
4) 2-3 — Acide ribonucléique.
5) 1-acide ribonucléique — Acide désoxæyribonucléique.
18 heures par la soude N à 37°. Ils se dissolvent complètement en quelques minutes. Sous l'effet de l’alcali, l’acide ribonucléique se résout en mononucléotides acido-solubles, alors que l’acide désoxyribonucléique demeure à l'état macromoléculaire et acido-insoluble. L’addition de 0,2 vol. d'HCI6 Net de 1 vol. d’acide trichloracétique à 5 o/o à la solution alcaline des noyaux précipite l’acide désoxyribonucléique (en mélange avec des matières protéiques) et laisse en solution les mononucléotides provenant de la décomposition de l’acide ribonucléique. SCHMIDT et THANNHAUSER évaluent les deux acides nucléiques par des dosages de phosphore. Nous avons préféré, ici encore, substituer des dosages de purines (après hydrolyse acide) beaucoup plus spécifiques et permettant d’éviter la complication, qui peut entraîner des pertes, d’une délipidation préalable du matériel. Notons que cette méthode est moins générale que celle de ScHNEIDER, car certaines cellules refusent de se laisser solubiliser totalement par l’alcali (les spermatozoïdes par exemple et aussi les levures et les bactéries). Dans les cas où nous avons pu l’employer avec succès, la méthode à la soude nous a donné les mêmes résultats que la méthode à l'acide trichloracétique chaud.
Dans les tableaux (I et Il) nous donnons un schéma simplifié qui fera apparaître les différences entre notre technique d’analyse et, d'une part, la méthode de SCHNEIDER, d’autre part, la méthode de ScamiDr et THANNHAUSER.
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4) Calcul des résultats.
Une simple division de la teneur en acide nucléique d’un volume donné de
suspension par le nombre de noyaux contenus dans le même volume, permet de connaître la composition d’un seul noyau.
Erreurs. — Nos résultats comportent évidemment deux sources d’erreurs : le dosage chimique d’une part, la numération d’autre part. L'erreur sur le dosage est de + 5 0/0 et l’erreur sur la numération est également de + 5 0/0. Dans les cas les plus défavorables on aurait donc une erreur de 10 o/o. Mais remarquons que la plupart des résultats chimiques publiés représentent une moyenne entre les résultats donnés par les différentes techniques de dosage et une moyenne également entre les valeurs obtenues sur plusieurs organes d’un même type, ce qui a pour effet évidemment d’atténuer les écarts possibles. 5
II. — Résultats
Nos recherches préliminaires (253) ont porté principalement sur différents organes du Bœuf et du Veau : foie, pancréas, rein de Bœuf, thymus de Veau, et, à titre de comparaison, sur le foie et le rein de Porc et sur le foie de Cobaye.
A. Cas des cellules somatiques. Accord entre les différentes techniques utilisées. — Le tableau suivant (tableau IIT) résume les résultats sur la teneur individuelle en ADN des noyaux des différents organes étudiés par la méthode de ScHNEIDER.
Tagzeau III
Teneurs en acides nucléiques (exprimés en y) des noyaux de divers organes chez diverses espèces animales (méthode de Seuxerner modifiée).
Bœuf Porc Cobaye
Nature des acides nucléiques
Foie |Thymus| Rein Foie Rein Foie
Acide désoxyribonucléi-
SL : 1 —6 — —6 8 5 —6 — dosé directement (‘).16,4 10—16,4.10—#|5,9.10—°l6,9 10—*|5,0.10—°15,2.10 ; 19-107 — calculé (2?) . . . .16,6 10—16,7.10—16,2.10—6/6,4 10—*15,0.10—°|4,9 Ta DATA Acide ribonucléique (3) [o,3.10—%|0,5.10—*|0,5.10—f}1,4.10—"|1,5.10 NA 0,9-1077 Acide nucléique total (‘).16,9.10—|7,2.10—%|6,7 10—*|7,8.10-16,5.10—°|5,6.10— 6,6.10—
RER a Un 1 (*) Par emploi de la méthode colorimétrique de Discme à la diphénylamine. (2) Obtenu par différence entre l'acide nucléique total et l'aride ribonucléique. (*) Dosé par la méthode colorimétrique de Von Eurer à la phloroglucine. (‘) Estimé par détermination de l’azote purique (Technique Vexprey R. et SARCIRON),
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Comme on le voit, la teneur en ADN des noyaux dosée directement et la teneur calculée par différence entre l’AN total et l'ARN sont en excellent accord.
Remarquons également la faible teneur des noyaux en ARN; on s’attendrait à en trouver davantage. On sait en effet que le nucléole est constitué en majeure partie d'ARN et certains auteurs pensent que l’ARN entre également dans la composition de la chromatine. 1l est possible que l’acide citrique, qui, nous l’avons vu, solubilise facilement les ribonucléoprotéines cytoplasmiques
Tagzeau IV
Comparaison des résultats (exprimés en Y) donnés par les deux techniques de dosage des acides désoxyribonucléique et ribonucléique appliquées à divers noyaux : technique de Scnxeiner (Sch) à l'acide trichloracétique chaud et technique de Scamipr ef THannaauser (S ef T) à la soude.
Foie de Veau. |Thymus de Veau| Foie de Porc
Nature des acides nucléiques
Sch SetT Sch S'et T Sch Set T
Acide désoxyribonucléique . .16,4.10—16,1 10—16,4.10—16,8.10—|5,0.10—614,7.10— Acide ribonucléique "10,310" |0,9.10 0|0b/10|0,5. 101,510 199-102 TABLEAU
donnant le détail des résultats (exprimés en Y) d’un certain nombre de déterminations de l'ADN de noyaux provenant d'organes semblables prélevés sur différents individus (Veau, Bœuf, Taureau).
Foie Thymus Rein Spermatozoïde
Go ME ro Gate ros CS 10 3,3 X 10— 6,4 (1) » 6,4 (!) » 6,7 » 3,1 »
ONT
Moyenne, , . 6,4 6,4 6,4 3.2
(") Chiffres obtenus en prenant la moyenne des résultats donnés par les différentes méthodes employées (Scuneiner-Scamipr et THANNHaAuSER). Les autres valeurs sont obte-
nues par dosage colorimétrique (Dische) sur la solution d'extraction trichloracétique (Méthode de Scaneiper).
mo mm EN de
élimine en presque totalité l'ARN du noyau. Mais, répétons-le encore, l'ADN qui seul nous intéresse en l'occurrence est rigoureusement conservé.
Nous donnons d'autre part dans le tableau IV les teneurs en ADN obtenues par la méthode de Scawriner modifiée et celles obtenues par la méthode de Soxmipr et THanNHauser modifiée pour les noyaux de quelques organes. Ce nouveau recoupement confirme encore la solidité de nos résultats et donne entière confiance dans l’une et l’autre technique.
Si nous envisageons maintenant les résultats en eux-mêmes, nons constatons que la valeur absolue du noyau en ADN est sensiblement la même dans le foie, le pancréas, le rein de Bœuf et le thymus de Veau. Les différences observées peuvent s'expliquer par la marge d’erreur que nous admettons pour nos dosages ; d'autre part cette teneur est la même d’un individu à l’autre, d’un Bœuf à un autre Bœuf, d’un vieil animal à un jeune animal (Bœuf et Veau).
Ainsi les dosages effectués sur les noyaux de différentes cellules somatiques d'un même individu ont donné le même résultat par noyau. Ce résultat paraît significatif, si nous considérons que certains organes étudiés, en particulier le thymus, contiennent une très grande majorité de cellules de même type tandis que le foie contient à côté des cellules hépatiques une proportion importante de cellules de KuPprer (environ 27 à 30 0/0) et que le rein est un mélange d’un nombre considérable de noyaux de types différents (1er, 2° tube contourné, tubes droits, glomérules, etc...) (1).
Cela nous paraît digne d’être souligné, car, si la teneur moyenne obtenue pour le thymus représentait bien la teneur absolue en ADN d’un thymocyte, le résultat obtenu pour le foie serait la moyenne de deux valeurs différentes (en admettant que les types de noyaux aient des teneurs différentes). Quant au rein le chiffre obtenu correspondrait à la moyenne d’un grand nombre de valeurs toutes différentes. Le rapport entre tous ces résultats ne s’expliquerait que par un hasard bien providentiel et il est plus simple d'admettre que tous les noyaux étudiés ont la même teneur en ADN, teneur qui dans ce cas est voisine de 6,4 X 107$ y.
TABLEAU V Teneurs comparées en acide désoxyribonucléique des cellules diploïdes
et des cellules haploïdes chez le Bœuf et le Taureau (en y) (Moyenne de nos résullats).
‘ s Cellules Cellules diploïdes haploïdes
: : Pan- Sperma-
Foie |Thymus]| Rein MF Rate orties
Acide désoxyribonucléique. .16,4.10—|6,4 10—16,4.10—*16,6.10—%16,8.10—"| 3,2 10—°
(‘) Remarquons d’autre part, du point de vue cytologique, la différence de colorabilité de la chromatine qui apparaît bien différente dans les larges noyaux clairs du foie et dans les noyaux compacts et intensément colorés du thvmus; nous aurons l’occasion de revenir sur ce point.
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B. Cas des spermatozoïdes. — Si maintenant nous considérons des cellules haploïdes spermatozoïdes de la même espèce (tableau V) nous pouvons constater qu’un spermatozoïde contient 3,2 X 10° y d'ADN, soit la moitié de la teneur moyenne 6,4.10—° y obtenue dans les cellules diploïdes.
Remarquons que les spermatozoïdes totaux se sont révélés eux aussi extrêmement pauvres en ARN, 0,2 X 10% y par spermatozoïde.
Nous avons pu vérifier ces deux points : constance de l'ADN des cellules somatiques à travers les individus, les tissus et les organes chez plusieurs Mammifères, Oiseaux et Poissons, et feneur moitié moindre des spermatogoides chez quelques Poissons. Le tableau VI le montre. ‘Ainsi donc la teneur absolue en ADN du noyau à travers les tissus, les organes et les individus d’une même espèce apparaît comme constante et représente le double de la teneur absolue du spermatozoïde de la même espèce.
C. Cas particulier des œufs. — Etant donc bien entendu que notre étude ne s'adresse qu’à des noyaux diploïdes en phase de repos mitotique, il était alors très logique de penser que les œufs vierges aussi bien que les spermatozoïdes devaient contenir la moitié de la teneur en ADN de ces noyaux. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons choisi les gamètes d’Oursins (246) — qui nous ont paru le matériel le plus favorable (facilité d'obtention, faible taille des œufs).
Nous avons opéré sur l’oursin Arbacia (Arbacia æquituberculata, Blainville) que l’on peut faire pondre par un brossage énergique de la région périproctale : on obtient ainsi des œufs ou des spermatozoïdes mürs et propres que l’on recueille dans de l’eau de mer. Sur les suspensions ainsi obtenues, nous avons effectué, d’une part, un dosage d'ADN par la méthode colorimétrique de Dische et, d’autre part, une numération à l’aide d’une cellule compte-globule pour les spermatozoïdes, à la loupe et sur papier millimétré pour les œufs, qui sont évidemment beaucoup plus gros. On a pu déterminer ainsi la teneur absolue en ADN d’un œuf (‘) et d’un spermatozoïde.
Nous avons traité également des spermatozoïdes de Paracentrotus (Paracentrotus lividus, Lamarck) obtenus par dilacération de la glande génitale mûre. La teneur en ADN obtenue chez les spermatozoïdes des deux espèces est très voisine et en moyenne 0,7 X 1076 y (Arbacia : 0,67 X 1076 y, Paracentrotus : 0,70 X 10% y). Remarquons que ce chiffre représente un cinquième de la teneur en ADN des spermatozoïdes de Taureau par exemple.
En ce qui concerne les noyaux des œufs, aucun chiffre certain ne peut être avancé. Nos dosages nous ont fourni le résultat suivant : 0,22 X 10—° y (Arbacia), soit environ 1.000 fois plus que pour le spermatozoïde, ce qui nous paraît bien improbable. Cependant Scampr, Hecar et THANNHAUSER (208)
(:) La question de la présence des globules polaires ne nous a pas arrêtés. Nous avons, en effet, utilisé les œufs entourés de leur gangue et qui par conséquent avaient tous leurs deux globules polaires, soit 3 noyaux, 2 haploïdes et 1 diploïde, donc l’équivalent de 4 spermatozoïdes pour un œuf. Nous avons donc divisé par 4 le chiffre trouvé pour un œuf.
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ont trouvé une teneur du même ordre : 0,6 X 10° y sur le même matériel en utilisant une méthode personnelle.
Comment interpréter ce résultat paradoxal? On s’attendrait logiquement à trouver la même teneur en ADN chez les gamètes mâles et chez les gamètes femelles. Devrait-on envisager la possibilité d’une réserve d'ADN cytoplasmique dans l’œuf? Pour notre part, nous pensons plutôt que des substances indéterminées provenant du cytoplasme de l’œuf sont entraînées lors de l'extraction acide (méthode de Scanener) ou lors de la précipitation de l'ADN (méthode de Scamipr) et viennent fausser les résultats du dosage colorimétrique ou du dosage de phosphore. En outre, si l’on considère que le noyau représente une partie infime de la masse totale de l'œuf, on se rendra compte qu’il est pratiquement impossible avec [es moyens chimiques dont nous disposons actuellement de réaliser une extraction et une purification suffisante de l'ADN à partir de la masse de matière nécessaire à l’analyse. En effet, si l’on admet que la teneur en ADN de l’œuf est équivalente à celle du spermatozoïde, il faudrait autant d’œufs d’Oursins que de spermatozoïdes, pour doser par exemple 0,2 mg. d'ADN (à savoir 300 millions) et un rapide calcul permet d'imaginer l’énorme masse de matière qu’il faudrait traiter ; certainement plusieurs centaines de grammes.
Le problème du dosage chimique de l'ADN dans les œufs nous paraît donc insoluble, à l’heure actuelle. Il deviendrait abordable si l’on possédait un moyen d'isoler en quantité suffisante les noyaux de ces œufs, ce qui n’est pas impossible a priori.
Un autre moyen d’attaquer ce problème est représenté par le recours aux modernes techniques cytochimiques, par exemple celle de Pozcister (193) utilisant l'absorption spécifique de la lumière visible par le Feulgen et permettant de déterminer directement, au moins en valeur arbitraire, la teneur en ADN d’un seul noyau. Nous aurons l'occasion de décrire cette technique dans le second chapitre. Disons simplement dès à présent qu’elle aurait déjà permis à certains auteurs (3-175) de tourner la difficulté et d’établir que le noyau de l'œuf contient la même quantité d'ADN que celui du spermatozoïde.
Conclusions. — Ainsi, {a teneur individuelle d’un noyau en ADN semble être la même, quel que soit l'organe considéré, dans un individu et quel que soit l'individu dans une même espèce. La teneur absolue du noyau d'une cellule haploïde (gamète) du même animal représente la moitié de la teneur en ADN du noyau des cellules diploïdes en repos milotique.
Ce résultat nous paraît confirmer remarquablement le postulat établi par Borvin et Collaborateurs (27), selon lequel l'ADN serait un constituant important du matériel héréditaire. En effet, on sait que les chromosomes porteurs de caractères héréditaires sont en nombre constant dans toutes les cellules somatiques, suivant une « formule » caractéristique de l'espèce et qu'ils se partagent en deux lots égaux dans les gamètes au moment de la réduction chromatique. Or, nous voyons que l’ADN se comporte exactement comme l'équipement génétique porté par les ohromosomes. Ceci nous amène logique-
ment à penser qu'il doit jouer un rôle important dans la biochimie de l’hérédité. |
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La teneur individuelle en ADN du noyau cellulaire serait donc une constante biologique, l'expression sur le plan biochimique de la constance des caractères héréditaires dans une espèce donnée. Il nous a donc paru intéressant d'étudier pour comparaison cette teneur dans différentes espèces animales.
2) LA TENEUR ABSOLUE DES NOYAUX EN ACIDE DÉSOXYRIBONUCLÉIQUE CHEZ DIFFÉRENTES ESPÈCES ANIMALES
Nous avons étudié jusqu'à présent un certain nombre de Mammifères, d'Oiseaux et de Poissons (249-255-256).
À. Résultats. — Nous rassemblons dans le tableau suivant (tableau VII) les différents résultats que nous avons obtenus. Ces chiffres ont été établis en prenant le plus souvent possible la moyenne des résultats obtenus par l’étude de plusieurs organes ou tissus du même animal (foie, rein, thymus, pancréas, érythrocytes).
Tagzeau VII
Teneurs comparées (exprimées en y) en ADN des noyaux diploides chez diverses espèces animales.
Bœuf. 6,4 x 10—<|] Carpe (!). DR OR MOAnaLA de NAME 2 TO Parce: 5,1 lrultée, cn 4:68 » Boule re tn, 2 per Cobaye . 590 Tanche 1,8 » PIÉÉOE IN 27 0) Chien Sam Anguille , 1,9 » ONCE ES SET EC EE Homme . 6,0 » Brochet 10) » Dinde er OR) Lapin Do Gar don RE T0 » HENAERLS. ne Re D) Cheval . 5,826) ATOS MER ESAT ACTE GES MoIneau EE F0) Mouton . 57e D Rat DT) Souris Dome»
(*) Cyprinus carpio, L. — Salmo irideus, Gibb., — Tinca tinca, L., — Anguilla anguilla, L., — Esox lucius, L., — Gardonus rutilus, L., — Alosa.
Il ne s’agit évidemment encore que de résultats fragmentaires mais ils ont été établis avec soin et nous paraissent assez solides pour nous autoriser à en tirer quelques conclusions.
B. Interprétation des résultats. — Considérons tout d’abord les Mammifères : toutes les espèces étudiées jusqu’ci présentent sensiblement la même teneur du noyau en ADN. Nous ne voulons pas dire que cette teneur soët effectivement la même chez tous les Mammifères mais les différences que nous avons notées sont trop faibles pour pouvoir être considérées comme vraiment significatives dans l’état actuel de nos méthodes de dosages. Quoi qu'il en soit, on peut dire que les chiffres caractéristiques en ADN des noyaux de ces Mammifères se situent entre des limites très étroites.
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Cela indiquerait-il la présence, à travers tout ce grand groupe — si homogène, au fond, par son organisation générale, malgré des différences de taille énormes et des différences non moins grandes dans le mode de vie — d’un même équipement fondamental en gènes ne subissant d'espèce à espèce que des variations de détail ? On pourrait le penser.
Cependant, il faudrait se garder de tomber dans l’excès en considérant la teneur en ADN par noyau comme une expression numérique de la complexité de l'équipement génétique. En effet, dans ce cas, cette teneur devrait suivre une courbe ascendante à mesure que l’on s’élèverait des êtres les plus inférieurs et les plus simples pour aboutir aux êtres les plus complexes par leur organisation. Une telle possibilité n’était pas exclue a priort, mais on pouvait la mettre en doute, car la complexité d’un équipement génétique ne doit pas s'exprimer forcément par le poids de substance responsable des caractères héréditaires (comme le voudrait la conception la plus simpliste) mais plus vraisemblablement d’une façon qualitative par la forme et la complexité d’agencement des molécules qui la constituent.
Ces réserves faites, nous pouvons admettre que l'étude de la quantité d'ADN par noyau peut donner des indications intéressantes pour le problème de l’évolution, et la signification de ces résultats s’éclaire de façon remarquable si l’on vient à les rapprocher de notions déjà établies par les généticiens. D’après un mémoire récent de Marruey (162), la longueur totale des chromosomes mis bout à bout serait constante dans la plupart des grands groupes animaux. Si l’on admet alors que les gènes désoxyribonucléiques s’alignent les uns à côté des autres le long des chromosomes en séries linéaires, la longueur totale constante des chromosomes équivaudrait à une quantité donnée, elle aussi constante, de l’ADN chez tous les individus d’un même grand groupe. Les résultats chimiques, que nous apportons dans le tableau ci-dessus, semblent s’accorder avec cette conception : l’homogénéité, rencontrée chez les Mammifères, se retrouve très nettement chez les Oiseaux et chez la plupart des Poissons étudiés.
Mais dans ces derniers cas, deux espèces se distinguent nettement des autres : je veux parler de la Carpe et de la Truite. Mais, chose remarquable, si nous comparons leur teneur caractéristique à la valeur minimum (1,6 X 10—t) trouvée pour les poissons, nous constatons que le chiffre de la Carpe représente sensiblement le double et celui de la Truite le triple de cette valeur.
Carpe 922010 DC T0).
rues Kio aLor ee:
Sans vouloir émettre d’ hypothèse hasardeuse, à partir de résultats encore trop peu nombreux, nous pouvons imaginer, pour interpréter momentanément ces résultats, ou à titre d’hypothèse de travail, qu'il existerait pour chaque groupe un « chiffre de base » représentant, en quelque sorte, un «équipement génique de départ ». Les chiffres des différentes espèces en dériveraient par des variations de détail portant sur un petit nombre de gènes. Mais en ce qui concerne les deux poissons, Carpe et Truite, ce chiffre se trouverait doublé ou triplé, ce qui signifierait que le matériel génique a été doublé ou triplé en bloc (ce qui ne signifie pas que Carpe et Truite aient bien plus de gènes que les autres poissons mais que chacun de ces gènes s’est reproduit à un ou deux exemplaires).
Roi
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Il est intéressant de rapprocher ces constatations des observations de chercheurs suédois de l’Ecole de Runxsrrüm () qui ont mis en évidence une polyploïdie chez les Salmonidés (groupe auquel appartient la Truite). Mais la polyploïdie ne doit pas être uniquement en cause. Dans tous les cas, la polyténie (doublement des chromosomes par absence de séparation des chromosomes fils) doit également s'exprimer par une duplication du chiffre de l'ADN par noyau. Il serait donc très intéressant d’effectuer parallèlement à l'étude de l'ADN par noyau à travers les espèces, une étude cytologique portant non seulement sur le nombre, mais aussi sur la grosseur des chromosomes de ces espèces. Il y a là tout un champ d'étude que nous nous proposons d'aborder.
III. — Discussion
Ces résultats dont les premiers ont été publiés en mars 1948, ont rapidement suscité l'intérêt de chercheurs étrangers. Nos travaux ont été repris, confirmés et développés par plusieurs auteurs :
1) Travaux ayant pour objet de vérifier la constance de l'acide désoxyribonucléique dans les noyaux.
En 1949, Mirsxy et Ris (174) publiaient une série de résultats sur la teneur en ADN des noyaux de diverses espèces animales. Ils étudiaient notamment quelques poissons, oiseaux et amphibiens chez lesquels ils retrouvaient la constance de l’ADN par noyau et sa teneur moitié moindre dans les spermatozoïdes. Cependant leurs résultats étaient nettement en désaccord avec les nôtres en ce qui concerne les Mammifères et en particulier le Bœuf. Ces auteurs trouvaient en effet dans le thymus de Veau, les ganglions lymphatiques de Veau, le rein et le foie de Bœuf les valeurs suivantes : Thymus de Veau : 7,15; ganglion lymphatique de Veau : 7,03 ; rein de Veau : 6,25 ; foie de Veau : 6,22 ; rein de Bœuf : 6,81 ; foie de Bœuf : 8,40.
Ils trouvaient d’autre part : 2,82 X 10° mg. pour le spermatozoïde. La teneur en ADN des cellules somatiques représenterait donc dans ce cas jusqu’au triple de la cellule haploïde, spermatozoïde.
Mirsky et Ris s’appuyaient sur ces résultats pour conclure que la constance de l'ADN par noyau et sa teneur moitié moindre dans les spermatozoïdes, vraies pour les Poissons et les Vertébrés inférieurs n’était pas réalisée chez les Mammifères où interviendraient des phénomènes plus complexes.
Comment expliquer cette absolue divergence entre nos propres résultats et ceux de Mirsky.
Nous avons répété plusieurs fois des dosages sur les organes de Bœuf et les spermatozoïdes et nous avons toujours vérifié nos premiers résultats. On pou-
(:) Nous remercions le Professeur Runnsrrôm qui à l’occasion de notre communication au 7e Cougrès International de Biologie cellulaire (Yale University, 4-8 sept. 1950) a eu l’amabilité de nous faire part des recherches alors toutes récentes effectuées dans son laboratoire.
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vait évidemment trouver une explication dans la présence d’un grand nombre de noyaux polyploïdes dans les organes de l’animal étudié par Mirsxy et Ris. En effet, de nombreux auteurs (!) ont montré que certains organes, en particulier le foie chez les Mammifères, pouvaient contenir un certain nombre de noyaux polyploïdes. Cette polyploïdie, inexistante chez de jeunes animaux, apparaît à un certain âge, elle est particulièrement abondante chez les Rongeurs mais très faible chez d’autres Mammifères (Bœuf, Homme).
D'autre part, Ris et Mirsxy (202), en 1949, et plus tard SwirT (1950) (235) montrèrent par des analyses photométriques que les variations de l'ADN dans différents noyaux étaient en rapport avec différents degrés de polyploïdie. On pouvait donc expliquer les résultats de Mirsxy et Ris par une polyploïdie exceplionnellement abondante chez l’animal étudié. Le dosage chimique étant effectué sur un grand nombre de noyaux, il s'agirait donc ici d’un mélange de noyaux ayant respectivement la valeur diploïde, tétraploïde et octoploïde en AUN; la valeur calculée par noyau serait donc une valeur moyenne nettement supérieure à la valeur diploïde. Mais Mirsky et Ris eux-mêmes (174) ont exclu cette possibilité, car ils disent avoir, au cours de la numération, compté les noyaux polyploïdes (reconnaissables, disent-ils, à leur grande taille) et effectué la correction nécessaire.
Nous verrons dans le second chapitre comment nous avons pu démontrer nous-même grâce à la méthode de cytochimie photométrique, l’exactitude de nos premiers résultats. D'ailleurs, tout récemment Mirsky (176) a reconnu (?) qu'il ne pouvait s'agir de sa part que d’une erreur de numération et il admet comme définitive la constance de l'ADN des noyaux chez les Mammifères ainsi que sa teneur moitié moindre dans les spermatozoïdes.
Nous avons insisté plus haut sur les nombreuses difficultés que l’on peut rencontrer dans la numération des noyaux quand certaines précautions ne sont pas prises et nous avons volontairement insisté sur de petits détails de technique dont l’importance apparaît ici : une simple erreur de numération peut conduire à de graves erreurs d'interprétation. Quoi qu’il en soit, les résultats de Mirsky ne sont plus actuellement une objection à nos travaux, ils viennent au contraire les confirmer complètement. D’autre part, en 1950, Davipsow, LesLie et al. (84) ont vérifié la constance de l'ADN par noyau chez l'embryon de Poulet dans un très grand nombre d'organes.
Enfin, d’autres auteurs ont repris le même problème avec une technique bien différente de celle que nous avons employée : la technique de cytochimie photométrique utilisant le Feulgen et mise au point par Pozzisrer et son Ecole (193-194-195). Nous la décrirons en détails plus loin. Cette méthode qui permet de mesurer (en unités conventionnelles) l'ADN au niveau d’un seul noyau a permis à l’école américaine de confirmer absolument nos résultats.
Signalons que LEUCHTENBERGER (141), étudiant la dégénérescence pycnotique des noyaux normaux et néoplasiques chez la Souris, a noté que l'ADN de ces
(:) Voir à ce propos une publication de Teir (H.) (1944) (240) daos laquelle on trouve une importante bibliographie de cette ques'ion.
(?) Il s'exprime en ces termes : « This showed that Mirsky and Ris were probably in error when they supposed that beef cells were an exception to the many examples of constancy which they had found ».
L'ACGIDE DÉSOXYRIBONUCLÉIQUE DES CELLULES ANIMALES 33
noyaux restait stable, alors que les protéines diminuaient dans des proportions considérables. La perte de l'ADN ne se produit qu’à un stade avancé de dégénérescence.
Swirr (235) a étudié l'ADN des noyaux de très nombreux organes et tissus de la Souris : Foie, Pancréas, Thymus, Lymphocytes, cellules de Sertoli, tubes urinifères, épithélium du petit intestin, rate, neurones de la moelle épinière, cellules interstitielles du testicule ainsi que les spermatocytes. Ses résultats montrent très nettement que les noyaux de tous ces tissus ont la même teneur en ADN qui est exactement le double de celle des spermatides ; Swirr signale également dans le foie la présence d’une certaine proportion de noyaux ayant respectivement le double et le quadruple de la teneur en ADN des noyaux diploïdes ordinaires.
ALFERT (3) a étudié le cas particulier des ovocytes de Souris.
Tous ces résultats sont en parfait accord avec la théorie qui nous a servi d'hypothèse de travail. Seuls les auteurs belges, Pasreezs et Lison (188), utilisant une technique cytochimique (148) inspirée dans son principe de celle de Pozrisrer, ont rapporté chez le Rat des résultats nettement opposés à cette théorie. En effet, si ces auteurs ont trouvé dans la plupart des tissus du Rat (surrénale, estomac, rein, etc...) une teneur en ADN des noyaux qui est le double de celle des spermatozoïdes 2$, ils ont trouvé dans le foie et le pancréas des teneurs nettement inférieures à la valeur théorique 2$. Ces teneurs étaient à peine une fois et demie celles des spermatozoïdes pour les noyaux diploïdes, les classes tétra et octoploïdes ayant respectivement le double et le quadruple de cette teneur minimum en ADN. Ces résultats n’ont pas été confirmés par d’autres chercheurs. Nous verrons encore dans le chapitre II comment nous avons pu reprendre et étudier cette question par la technique cytochimique parallèlement à la technique chimique, et comment nos conclusions se sont trouvées en opposition avec celles de Pasreezs et Lison et en accord avec notre théorie.
2) Travaux suscilés par la découverte de la constance de l'acide désoxyribonucléique dans les noyaux.
Enfin, l'étude chimique de la constance de la teneur des noyaux en ADN dans une même espèce animale a d'autre part servi de point de départ à d’autres séries de recherches : en embryologie, en génétique et en cancérologie : |
— Davipson et Lescie (82) ont utilisé cette « constante » désoxyribonucléique comme indice permettant de déterminer le nombre de cellules dans un tissu, connaissant sa teneur globaleen ADN. Ils ont pu, grâce à cet étalon de référence, rapporter à l’unité cellulaire les variations de certaines substances (Azote protéique, Phosphore de l’acido-soluble, Phosphore de l’acide ribonucléique et Phosphore lipidique) au cours du développement embryonnaire.
— Marx et Puis (161), Cunninenam, Grirrin et Lucx (73), Price et Collaborateurs (192), Kzei et Collaborateurs (126-127), Davipson et Collaborateurs (83-85), Mérais et Manpez (164) et d’autres auteurs ont tenté d'appliquer
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la technique que nous employons à l'étude de certains cancers : Les résultats obtenus jusqu'à présent sont difficilement interprétables et le problème de l'ADN des noyaux cancéreux est bien loin d’être éclairei à l’heure actuelle.
Enfin dans le domaine de la génétique, Mirsky (175) a déterminé la teneur en ADN des noyaux de très nombreuses espèces animales à travers toute la classification zoologique. Ce travail extensif considérable, qui s’adresse à des espèces autres que celles que nous avions déjà étudiées (249-255-256), l'amène à conclure que cette teneur en ADN n’est probablement pas proportionnelle au nombre des gènes. Il remarque cependant que cette teneur, chez les Invertébrés, est plus élevée chez les espèces les plus évoluées que chez les animaux primitifs. A notre avis, la question est loin d’être tranchée. En effet, nous l’avons vu chez les Poissons, la présence d’une polyploïdie ou d’une polyténie totale (!) chez certaines espèces, peut donner des chiffres très aberrants et apparemment incohérents à première vue. — Nous pensons que la question mérite d’être reprise avec beaucoup de soin et parallèlement à une étude cytologique des chromosomes dans chaque espèce ; peut-être arriverait-on alors à des résultats plus significatifs ou plus interprétables.
Conclusion.
Comme nous venons de le voir, notre méthode chimique a permis d’établir la constance de l'ADN dans les noyaux somatiques en repos milotique el sa teneur moitié moindre dans les noyaux des cellules haploïdes (?). Ce résultat a été — et sera sans doute — le point de départ de travaux importants dans différents domaines. Cependant cette méthode chimique a ses limites, elle s’adresse en effet à un très grand nombre de noyaux et n’est valable que si ces derniers sont tous semblables entre eux en ce qui concerne leur ADN. Quand il s’agit d’un mélange de noyaux différents, ce qui se produit lors de la polyploïdie partielle de certains tissus, cette technique ne donne qu'un chiffre moyen. Dans ce cas, les techniques modernes de cytochimie photométrique, permettant de s'adresser à un seul noyau, ont un grand intérêt. Aussi les envisagerons-nous dans le chapitre suivant. |
(:) Nous voulons parler d’une polyploïdie de toutes les cellules de l’animal et non de la polyploïdie partielle que l’on a constaté dans certains tissus des Rongeurs, par exemple.
(?) Soulignons ici que bien que cette constance apparaisse dans tous les cas étudiés jusqu'à présent, rien n’empêche de penser que dans certaines conditions particulières l'ADN du noyau puisse subir quelques changements. Une étude extensive d’un grand nombre de noyaux et l’emploi de techniques très sensibles pourront sans doute apporter de nouvelles données sur ce point.
I. — Historique
La Cytochimie photométrique a pour objet la détermination des quantités de certaines substances (acides nucléiques, protéines par exemple) contenues - dans une cellule individuelle ou un quelconque élément cellulaire. Elle permet l'analyse sous le microscope d’un noyau ou d’un chromosome /n situ. Elle utilise un dispositif spécial permettant de mesurer la quantité d'énergie lumineuse absorbée spécifiquement par un matériel déterminé.
On sait d’après les lois de Brer-LamBerr sur l'absorption, que cette quantité d'énergie lumineuse absorbée est fonction du nombre de molécules du matériel absorbant placé sur le trajet de la lumière. La cytochimie photométrique rend possible un véritable dosage à l'échelle de la cellule et permet d'aborder des problèmes que ni la chimie, ni la cytologie ne pouvaient résoudre.
On doit à CasperssonN d’avoir mis au point le premier, en 1936 (47-48), une élégante technique de photométrie. Utilisant le fait découvert par Duëéré (94-95), que les acides nucléiques absorbent spécifiquement la lumière ultra- violette dans la longueur d’onde de 2 600 À, et les protéines à 2 800 À, il put mesurer, par exemple, la quantité d'acide nucléique contenue dans une petite portion de cellule choisie sous le microscope en mesurant l'absorption de la lumière ultra-violette par la région envisagée. C'était la première fois que l’on réussissait à étudier quantitativement la répartition et les variations d’une substance chimique dans le cytoplasme d'une cellule ou sur un chromosome. Mais cette belle technique devait demeurer l’apanage de l’école suédoise car l'emploi de l’ultra-violet rendait l’usage de cette méthode extrêmement délicat et mal approprié à un travail de routine.
C'est pourquoi d’autres auteurs se sont préoccupés de mettre au point une technique plus simple utilisant la lumière visible et son absorption par un colorant approprié ; la spécificité de l’absorption de telle ou telle substance provenant, non de ses propres constituauts, mais de la nature du colorant fixé électivement sur la substance à étudier. Ce problème théoriquement facile à résoudre se compliquait singulièrement du fait que l’on ne connaissait guère de colorant véritablement spécifique. Nous verrons cependant que la réaction de FEULGEN (106), utilisée dans des conditions bien précises, semble à l'heure actuelle représenter une coloration très spécifique de l’acide désoxyribonucléique.
L'appareil décrit en 1947 par Pozzisrer et Ris (195) puis en 1949 par Pozrsrer et Moses (194) permet de mesurer l'absorption de la lumière visible par le complexe formé par une substance à étudier et un colorant spécifique. C'est
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une technique très simple et qui, nous le verrons, permet d'obtenir des résultats très intéressants.
Un autre appareil, inspiré dans son principe de celui de Porzisrer, fut construit récemment en Belgique par Lison (1438).
Nous envisagerons tout d’abord l'étude de la cytochimie photométrique dans le visible et son application au problème de l'ADN des noyaux, pour aborder ensuite la photométrie en lumière ultra-violette et l'emploi que nous en avons fait pour l'étude de ce même problème.
Il nous a paru que la convergence de trois méthodes très différentes : chimie, cytochimie photométrique dans le visible et photométrie dans l'ultraviolet devait, si elle était réalisée, être la meilleure réponse à toutes les objections que pouvaient susciter nos premiers résultats. Cette question de la constance de l’ADN dans le noyau cellulaire est d’une importance si fondamentale en elle-même et par ses développements lointains, qu’il n’est pas trop de recourir à toutes les techniques possibles pour l’établir avec une absolue certitude.
Il. — Cytochimie photométrique dans le visible. 1) DESCRIPTION DE LA TECHNIQUE DE POLLISTER
L'appareil mis au point par Pozuister, Ris et Moses (194-195) est extrèmement simple; il comprend un microscope que l’on munit des accessoires photométriques. Le schéma ci-contre représente les différents éléments de l'appareil.
Un banc d'optique porte le système d’éclairage comprenant une lampe à filament de 6 volts, une lentille, un diaphragme et un filtre Farrand qui isole la région spectrale utilisée. Ce filtre est placé dans un faisceau de rayons légèrement convergents comme dans l’appareil de Künzer, Le miroir du microscope est avantageusement remplacé par un prisme à réflexion totale. Le faisceau de lumière filtrée (557 my) issu de la source est réfléchi par le prisme, traverse la préparation, l’objectif et l’oculaire. Un système récepteur est disposé sur le microscope. Il comprend, d’une part, un oculaire gros- : sissant muni d'un micromètre placé au-dessus d’un diaphragme et, d’autre part, une cellule photoélectrique (phototube). Ces deux éléments peuvent glisser de telle sorte que l’oculaire et le phototube peuvent être successivement placés en face du faisceau provenant de l'objectif.
Pour effectuer une mesure, on amène un noyau au centre du champ et on ferme le diaphragme de façon à éliminer toute image sauf celle du noyau ; on peut alors mesurer le diamètre du noyau grâce au micromètre. On déplace ensuite l'oculaire et on le remplace au-dessus du diaphragme par la cellule photoélectrique. L'appareil est construit de telle sorte que l’image toute entière est reçue sur la cathode photo-sensible. On lit l’intensité I sur le galvanomètre relié à la cellule. On déplace alors la préparation pour avoir une plage exempte de noyaux dans le champ et on fait une deuxième lecture |,. Le rapport [/1, donne la transmission de la lumière T. Cette grandeur est
Es
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inversement proportionnelle au nombre des molécules absorbant la lumière, elle décroît suivant une courbe logarithmique lorsque le nombre de molécules absorbantes croît. On définit l'extinction E comme l'inverse du log. de J log.T E est donc directement proportionnelle à la concentration des molécules et à l'épaisseur de la couche absorbante, tout au moins lorsque la loi de Beer
la transmission E —
k AMPLIFICATEUR OCULAIRE PHOTOTURE
\ CGALVANOMETRE
FILTRE DIAPHRAGME
Fig. 1. — Schéma de l'appareil de Pozuisrer (d’après Swirr H. H. (235)).
Lamserr est applicable, c'est-à-dire lorsque la concentration n’est pas trop élevée, donc E — kcd.
k) étant une constante,
c) la concentration des molécules absorbantes,
d) l'épaisseur de la couche absorbante. a
Les valeurs relatives d'ADN dans le noyau sont calculées en multipliant l'extinction E du noyau par sa suface.
DISCUSSION
Nous avons vu que la technique de photométrie dans le visible repose sur l'absorption de la lumière par la substance à étudier combinée à tel ou tel colorant. Lorsque l’on a affaire à l'acide désoxyribonucléique, ilne s agit pas à proprement parler d’une coloration, mais en réalité d’une véritable réaction chimique faisant apparaître un complexe coloré ; nous voulons parler de la
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réaction de FEuLGEN (106) Cette réaction est à la base même de la méthode d'analyse photométrique dans le visible appliquée à l’acide désoxyribonucléique, c'est pourquoi nous nous intéresserons tout particulièrement à elle et lui consacrerons un assez long développement.
Nous étudierons successivement le principe de cette réaction et ce qu’on sait de son mécanisme chimique. Et puisque nous envisageons son emploi en cytochimie quantitative nous examinerons tour à tour les différentes qualités qu’elle doit alors présenter, à savoir que :
1) la réaction doit être spécifique,
2) la réaction colorée doit se produire au lieu même où est localisé l'ADN,
3) l'intensité de la coloration enfin doit être proportionnelle à la quantité d'ADN présent.
a) La réaction de FEULGEN et son mécanisme chimique. — Examinons plus en détail le mécanisme chimique de cette réaction qui se fait, rappelons-le, en deux temps. 1) Une hydrolyse acide du tissu, 2) une réaction de recoloration du réactif de Sanirr.
— En ce qui concerne l’hydrolyse, Ossorne et Heyz en 1908 (186) ont découvert que le traitement de l’acide nucléique par une solution d’acide sulfurique à 2 0/0 détachait spécifiquement et quantitativement les bases puriques, laissant en place les bases pyrimidiques. Ainsi, l’hydrolyse douce, éliminant les bases puriques, libère les groupes aldéhydiques du sucre lié à ces bases, c’est en ce point que résiderait la spécificité de la réaction.
— La réaction de coloration intervenant ensuite se produirait donc entre les groupements aldéhydiques ainsi démasqués, et le réactif de Sonirr. Au cours de cette réaction se synthétiserait ainsi un nouveau composé coloré. D'après Sracey et collaborateurs (1946) (226), le sucre donnerait par hydrolyse principalement de l’aldéhyde w-hydroxy lævulinique qui recolorerait la fuchsine réduite.
Sur le plan histologique, cette réaction a été longuement étudiée par Bauer (1932-1933) (9-10). Cet auteur a montré que le réactif de Scmirr employé sans hydrolyse préalable peut colorer les tissus et en particulier le cytoplasme des cellules. C’est la réaction dite « plasmale » (due à certains polysaccharides et aussi à des lipides). Mais précisons immédiatement que cette réaction plasmale ne saurait être une objection à la spécificité de la réaction nucléale si l’on prend soin de faire systématiquement une préparation de contrôle sans hydrolyse et de vérifier que cette préparation ne développe aucune couleur avec le réactif de Scmrr. Cette précaution prise, le Feulgen reprend toute sa valeur spécifique.
Bauer (9) a étudié en outre les variations de l’intensité de la réaction colorée de FEuLGEN avec différents temps d'hydrolyse. Il a constaté (et Hizvary l’a confirmé) (118) que l’intensité de la coloration croissait avec la durée de l’hydrolyse pour atteindre un maximum après lequel la coloration devenait moins forte.
b) Spécificité de la réaction de FeuLGen. — Depuis les travaux fondamentaux de FeurGex et de Bauer, cette technique a été utilisée par un très grand nombre de cytologistes et considérée comme une réaction très spécifique de l'ADN du noyau.
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Lison (147) la considère comme une « réaction histochimique de grande valeur ». Cependant elle a été dès l’origine l’objet de nombreuses critiques ; les auteurs avaient dans certains cas des colorations constamment négatives ou bien des colorations aberrantes. D’après FeuLGEN et RosseNBEcx euxmêmes, il n’y aurait pas d’acide thymonucléique dans les levures et les bactéries. Or les dosages chimiques ont montré que ces microorganismes contenaient constamment de l'ADN (250-251), et des études de cytologie ont même prouvé l'existence d’un noyau figuré (177-205-242-243). Le fait que la réaction de FeuLG&en est difficile (mais non impossible) à réaliser sur ce matériel, et qu’elle donne des résultats souvent inconstants, doit être imputé probablement à la petite dimension du noyau à mettre en évidence (1). Il en est de même chez les Protistes où on a trouvé des résultats très discordants quant à la réaction de FeuLGen. Lison pense qu’il s’agit là d'erreurs techniques. On peut aussi penser que dans certains cas, la coque qui protège la bâctérie ou la levure par exemple, a pour effet de rendre difficile la coloration de FEULGEN.
Récemment encore, cette technique a été dans son principe l’objet de certaines attaques assez graves pour que nous les examinions ici :
En 1943, Srepmann et SrEDMAnN (230) ont nié formellement la spécificité de la technique de FeuL&ex. Ils pensaient que le colorant formé lors de la réaction entre leucofuchsine et acide désoxyribonucléique est diffusible et surcolore secondairement une protéine acide fortement basophile présente dans la chromatine : la chromosomine (231). D’après eux, l'ADN ne serait même pas un constituant des chromosomes, il pourrait être normalement diffus dans le suc nucléaire. Cette vue assez révolutionnaire est incompatible avec les résultats de CasPersson (52) qui avait déjà établi de façon incontestable, par l’emploi de l’ultra-violet, la localisation de l'ADN sur les chromosomes. Elle a été vivement critiquée par CaLzLan (43), Serra (214) et enfin Bracner (36). Ces auteurs s'appuient surtout sur le fait que la réaction de FeuLGEx devient négative lorsque l’on a traité une préparation par la désoxyribonucléase, et que d’autre part, la basophilie de la chromatine disparaît après l’action de cet enzyme, alors que celle du cytoplasme subsiste. Ce qui suggère, évidemment, que la colorabilité de la chromatine est bien due à la présence de l’acide désoxyribonucléique.
Enfin, le processus de la réaction a été soigneusement suivi par Di STe- PHANO (98-99) qui a retrouvé les résultats de Bauer et montré que là coloration de FEULGEN est maximum pour un temps d’hydrolyse de 12 minutes. Le processus de diffusion ne se manifeste que pour des temps plus longs : on constate alors que la coloration décroît, tandis que les molécules d'ADN se scindent en molécules plus petites (acide thymique et ses produits de dégradation) qui deviennent solubles. Ainsi, le processus de solubilisation et de diffusion invoqué par les Srepmann, n'intervient pas dans la technique de FEuLGEN, quand elle est effectuée dans les conditions classiques. Il ne se produit qu’au cours d’une hydrolyse trop prolongée. Il semble donc bien admis
(t) DELAMATER (89) a récemment publié la technique qu'il emploie pour mettre régulièremeut et facilement en évidence le noyau de la levure. Il utilise à cet effet un mordançage préalable au formol.
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à l’heure actuelle que la technique de FeuLGen représente un test cytochimique de grande valeur tout à fait spécifique de l’acide désoxyribonucléique.
c) Utilisation de la réaction de FeuLGEN pour la détermination quantitative de l’acide désoxyribonucléique. — Le moment est venu de voir maintenant si on peut légitimement utiliser cette réaction de FEULGEN pour une estimation quantitative de l’acide désoxyribonucléique et d'examiner les études qui ont été poursuivies dans ce sens.
Il y a bien longtemps qne l’on se base sur l’intensité de la réaction nucléale pour en déduire une plus ou moins grande concentration en ADN (SroweL en 1947 (234) a étudié des cellules de tumeurs en appréciant à l’œil l’intensité de la coloration de FeuLGen). Mais ce n’est que tout récemment que l’on a essayé d'apprécier par la photométrie la couleur développée.
L'utilisation du Feulgen pour une estimation quantitative de l’ADN pose deux sortes de problèmes ou plutôt présente deux degrés :
— Tout d’abord, l’intensité de la coloration est-elle toujours proportionnelle à la concentration de l'acide désoxyribonucléique dans le noyau considéré? En d’autres termes, l’expression numérique de l'intensité de la coloration peut-elle être considérée comme une mesure en valeur relative de la quantité d'acide désoxyribonucléique ?
— D'autre part, peut-on faire un pas de plus et calculer en valeur absolue la quantité d'ADN contenue dans un noyau donné, d’après l’intensité de la couleur déterminée photométriquement ?
Dr SrepPHANO (99) a cru pouvoir résoudre d'emblée ce deuxième problème. Il se basait sur le fait (montré par WieranD et ScneuiNG) (265) qu’une molécule de fuchsine basique, se combinerait avec deux groupes aldéhydiques libérés par l’hydrolyse (‘). Cette donnée lui permettait de calculer le nombre de molécules d'ADN intervenant dans la réaction colorée.
En réalité les calculs de Dr SrepxaNo ne sauraient être exacts. D’après les données de CasPerssoN (46), CnonG Fu-Lr et Sracey (66), OverEnD et SracEY (187), une partie seulement des molécules d'ADN entre dans la réaction.
— D'autre pait, cette réaction ne se fait pas suivant le schéma donné par WiELAND et SCHEUING.
Il semble donc bien que la détermination en valeurs absolues de quantités d'ADN, par la photométrie utilisant le Feulgen, soit impossible — tout au moins dans l’état actuel de nos connaissances —. Mais remarquons que l'obtention de valeurs absolues n’a que peu d'intérêt pour l’étude des problèmes biologiques que se propose la photométrie dans le visible. L'expression des teneurs en ADN en valeurs relatives est suffisante en soi et ouvre toutes les possibilités à cette technique. Ceci nous ramène donc au premier problème que nous avons défini : l'intensité de coloration est-elle toujours proportionnelle à la concentration de l'ADN? Sur ce point nous possédons des données théoriques qui semblent, a priori, discréditer le Feulgen du point de vue quantitatif. Mais des résultats récents ont montré sur le plan pratique
(:) La couleur serait formée par la réaction d’une molécule de réactif de Sexirr avec deux nucléotides dont les bases puriques ont été détachées.
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que la photométrie par le Feulgen peut être utilisée quantitativement (avec cependant certaines réserves).
Au point de vue théorique : nous avons vu que l’on connaît mal le mécanisme exact de la réaction qui aboutit à la formation du complexe coloré et que, dans cette réaction, une partie seulement des molécules d'ADN entre en jeu. D'autre part, Wipsrrôm (264) et Caspersson (46) ont établi ën vitro sur des solutions d'ADN que, si dans certaines conditions de concentration (entre 0,02 0/0 et 1,5 0/0) l'intensité de la réaction nucléale est proportionnelle à la concentration en ADN, :! n’en est plus de même lorsqu'on ne prend plus de l'ADN purifié mais de l'ADN en présence de protéines. Très récemment, SIBATANI (217) a montré qu'une addition d’histone à l’acide nucléique accroît considérablement l'intensité de la réaction colorée. Or, dans les noyaux, on n'a jamais d'ADN pur; il est toujours lié à des protéines. Il semble donc qu'a priori on ne soit pas autorisé à se servir du Feulgen pour une étude photométrique.
Malgré cela, plusieurs auteurs (99-202-235) sont allés de l'avant sur le plan pratique. Ils ont montré que, dans des conditions strictement standardisées, le Feulgen donne, sur des préparations histologiques, des résultats photométriques bien reproductibles, et Pozzisrer et Swirr (196), coupant des noyaux de foie d'Amblystoma à différentes épaisseurs, ont vu que l'extinction de la lumière, après coloration au Feulgen, est proportionnelle à l'épaisseur de la coupe, ce qui montre que, dans ce cas, l’intensité de la coloration est bien proportionnelle à la quantité d'ADN contenue dans la couche absorbante Enfin, Ris et Mirsxy (202) ont comparé les résultats d'analyses chimiques sur les noyaux aux données calculées de la photométrie : ils ont confirmé que la réaction nucléale ne donne pas des valeurs absolues pour la teneur des noyaux en ADN, car les chiffres calculés d’après la photométrie sont bien inférieurs aux chiffres donnés par la chimie. Mais, ce qui est très important du point de vue pratique, i{s ont noté une bonne proportionnalité entre la valeur trouvée par photométrie et la valeur absolue réelle déterminée chimiquement dans tous les cas qu'ils ont envisagés.
Cette constatation donne évidemment une grande valeur à la photométrie dans le visible, et permet dans une certaine mesure d’envisager son emploi comme méthode quantitative. Pour obtenir des résultats en valeur absolue, Ris (202) emploie le procédé suivant : il traite sur une même lame des noyaux à teneur en ADN connue chimiquement (Vac: valeur absolue des noyaux connus) et des noyaux inconnus et il détermine photométriquement l’absorption de ces deux types de noyaux (soient Vr c: valeur relative du noyau connu et Vri— valeur relative du noyau inconnu). Une simple règle de trois lui permet alors de calculer la teneur absolue en ADN des noyaux inconnus (Vai— valeur absolue du noyau inconnu) :
Le contrôle par l’analyse chimique des noyaux inconnus lui a montré que, dans les cas étudiés, ce procédé était légitime.
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D'ailleurs, répétons-le, l'obtention de résultats en valeur absolue est inutile pour tous les problèmes que l’on peut étudier. Ce qui importe c’est d’obtenir des valeurs relatives toujours proportionnelles aux valeurs absolues. Jusqu’à présent, dans tous les cas où l’on a pu effectuer un contrôle, les valeurs données par la cytochimie (FEULGEN) ont été proportionnelles aux valeurs données par la chimie. Ces importantes constatations semblent bien autoriser les auteurs à considérer la photométrie par le Feulgen comme une méthode quantitative. Mais les objections théoriques n’en demeurent pas moins et il faut souligner que, lorsqu'on ne pourra pas vérifier chimiquement les résultats cytochimiques, ceux-ci devront toujours inspirer quelques doutes. En effet, quand on passe d’un noyau à un autre noyau, et plus encore du noyau d’une espèce animale à celui d’une autre espèce animale. ou encore de noyaux au repos à des noyaux en voie de multiplication ou à des noyaux cancéreux, rien ne prouve que la quantilé et la nature de la protéine coexistant avec l'ADN soient comparables dans tous les cas, et nous avons vu que la présence de protéine modifie considérablement la coloration de Feuccen. Par conséquent, aucune conclusion définitive ne peut ètre tirée de tels résultats s'ils ne sont pas constamment contrôlés par la méthode chimique. Cette remarque nous paraît importante et nous y reviendrons, car certains auteurs utilisent exclusivement, et sans contrôle, la photométrie dans le visible. Cela nous paraît dangereux et prématuré, étant données les inconnues qui subsistent encore quant à l’utilisation quantitative du Feulgen.
d) Sources d'erreurs possibles en cytochimie photométrique. — Les autres sources d'erreurs de la méthode de Porrisrer ont été soigneusement examinées par lui-même (193) et par ses élèves (voir particulièrement Swirr (235) et par Ris et Mirsky (202) et aussi par Lesscer (140). Nous nous bornerons à rapporter les plus importantes ainsi que les procédés employés pour les réduire au minimum.
La lumière employée doit être, autant que possible, monochromatique Sinon, la relation entre l’absorption et le nombre de molécules de la couche absorbante cesse d’être linéaire.
Pour réduire la dipersion de la lumière dans le champ à mesurer, on utilise de très petites ouvertures pour le diaphragme de la lampe et celui du condensateur. L'expérience a montré qu’on réalise ainsi les conditions optima de travail. Tout récemment Naora (183) a décrit un appareil de photométrie perfectionné, dans lequel l’éclairement de la préparation est réalisé sur une surface très petite (1 à 5 u de diamètre). Les autres auteurs illuminent un champ relativement grand de la préparation et limitent la surface à mesurer photométriquement par un diaphragme placé dans le plan de l’image. Dans ce dernier cas, la valeur mesurée de la transmission pourrait être entachée d’une erreur par excès, ce quiest évité par le dispositif de NaoRa.
En outre, les noyaux fixés présentent des mottes de chromatine colorées au Feulgen entre lesquelles le noyau est incolore. Cette hétérogénéité est une grande cause d'erreur, car on a montré que l’extinction moyenne n’est proportionnelle à la transmission moyenne, que lorsque toutes les intensités dans les différents points de l’image sont les mêmes. Ces erreurs dues à l'inégalité
de distribution de la chromatine atteignent 15 o/o. On arrive à les diminuer en mesurant l'extinction d’une petite plage au centre du noyau; on peut ensuite calculer cette extinction pour tout le noyau. Cette plage ne doit pas cependant être trop petite, car elle pourrait alors ne pas représenter un échantillon typique de la distribution de la chromatine dans tout le noyau. La meilleure dimension est empiriquement celle d’une surface de 2 à 4 de diamètre.
D'autre part, le choix du fixateur est très important. Swirr a remarqué que l'emploi du formol à 5o o/o divise finement la chromatine et rend ainsi sa répartition plus homogène. Ris (202), afin d'obtenir une distribu ion plus uniforme de la chromatine dans le noyau, préconise leur isolement dans du sucrose à 30 0/0 avant de les fixer par du formol à 20 o/o. Cette manière d'opérer a été critiquée par Pasreezs et Lison.
La forme du noyau : quand les noyaux sont parfaitement sphériques ou ovoïdes, il est possible de rapporter l'extinction mesurée à leur volume entier, connaissant les dimensions de leur diamètre ; mais quand la forme en est nettement irrégulière, l'évaluation du volume ne peut être que grossière ou impossible. Ceci limite l’utilisation de cette technique à un certain nombre de types de noyaux à l’exclusion des autres. D'autre part, les noyaux très petits à chromatine très dense ne peuvent être mesurés, la lumière transmise à travers eux étant pratiquement nulle.
IL est évident d’autre part que l’épaisseur de la section des coupes doit être envisagée : Si l’on prend des coupes trop fines, on risque de sectionner les noyaux et de n’en mesurer ainsi qu'une tranche. Avec des coupes trop épaisses, on risque d’avoir plusieurs épaisseurs de noyaux. L’épaisseur des coupes (6 à 12 y et davantage) doit être choisie en fonction de la grosseur des noyaux contenus dans le tissu. Notons ici que certains noyaux (noyaux polyploïdes du foie de Rat par exemple) peuvent avoir couramment des diamètres de l'ordre de 15 y. Cette considération paraît bien simpliste; en réalité elle a son importance : il est parfois très difficile de juger si un noyau est entier ou partiellement sectionné. Nous avons pu voir, — en comparant les résultats donnés par des mesures sur coupes de tissus et sur noyaux isolés en frottis, — que la marge d'erreur est bien moins élevée dans le deuxième cas que dans le premier.
Enfin, dans certaines cellules, des substances de réserve peuvent gêner considérablement la coloration de FEuLGEN qui est alors très faible : citons notamment le cas de certaines cellules adipeuses, celui des œufs riches en vitellus. Une mesure photométrique ne saurait donc être envisagée qu'avec une extrême prudence sur un tel matériel.
Nous pouvons donc conclure en disant que cette technique photométrique doit être utilisée avec prudence et clairvoyance dans les limites de ses possibilités. Le contrôle constant fourni par des dosages chimiques dans tous les cas où cela est possible, donnera de la solidité aux résultats. Nous avons vu d’ailleurs que jusqu’à présent les données de la cytochimie photométrique concordent pratiquement assez bien avec celles de la chimie, ce qui nous permet d'espérer beaucoup de cette technique cytochimique malgré les importantes objections théoriques que l’on peut lui faire.
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e) La technique de Lason.
L'appareil de photométrie construit par Lison (148) est basé sur le même principe que celui des auteurs américains. Il en diffère cependant par certains détails. L'image du noyau, au lieu d’être limitée par un diaphragme et d’être reçue sur la cellule photoélectrique. est projetée agrandie sur un écran percé d’un trou derrière lequel est placée la cellule photosensible. Cette cellule est en rapport avec un multiplicateur d'électrons qui amplifie la réponse et un micro ampéremètre qui permet la lecture de la mesure. On peut ainsi mesurer l'intensité de la coloration en différents points du noyau et rapporter ensuite ces mesures à tout le noyau dont la surface est déterminée planimétriquement.
Nous n'avons pas utilisé personnellement cet appareil. Son auteur pense qu’il est plus maniable que celui de Pozzisrer et permet de travailler beaucoup plus rapidement, et d'obtenir un plus grand nombre de résultats.
3) ÉTUDE DE LA TENEUR EN ACIDE DÉSOXYRIBONUCLÉIQUE DE NOYAUX DE BŒUF ET DE RAT PAR LA TECHNIQUE DE POLLISTER
Nous avons vu, dans notre premier chapitre, au cours de la discussion que, si de nombreuxauteurs ont confirmé nos résultats sur la constance de la teneur en ADN des noyaux, Mirsxy et Ris (174) d’une part, PasrgeLs et Lison (188) d’autre part, ont apporté des résultats en net désaccord avec les nôtres.
Rappelons que Mirsxy et Ris ont trouvé (par des dosages chimiques sur noyaux isolés dans le thymus et le ganglion lymphatique du Veau, le rein et le foie du Bœuf) un montant d'ADN par noyau qui était de 2,5 et 3 fois plus élevé que celui du spermatozoïde de la même espèce, alors que nous avions trouvé pour les noyaux de ces organes une teneur exactement double de celle du sperme.
D'autre part, Pasrezzs et Lison, par leur technique photométrique, trouvaient dans le noyau de pancréas et de foie de Rat une teneur qui était seulement de 1,3 à 1,5 fois celle du spermatozoïde.
Ainsi Mirsxy et Ris trouvaient des valeurs beaucoup plus élevées et PAsTEELS et Lison des valeurs beaucoup plus basses que les valeurs théoriques. Il est évident que de telles variations, si elles étaient confirmées, représentaient une grave objection à la théorie que nous avions établie. Nous avons donc voulu reprendre le même matériel que ces auteurs et l’étudier à nouveau, à la fois par la technique chimique et par la technique photométrique avec l'appareil de Pozzisrer. Un séjour à la Western Reserve University de Cleveland, au Laboratoire dn Professeur C. LEUGHTENBERGER, avec qui nous avons fait ce travail (142-245), nous a permis d'effectuer cette étude comparée (1).
a) Matériel. — Nous avons utilisé du foie, du rein, de la rate et du sperme de Bœuf, de Taureau et de Rat. Les noyaux furent isolés et le dosage chimique de l’ADN effectué comme nous l’avons exposé ci-dessus (chapitre I). Pour le travail cytochimique, la même suspension de noyaux fut utilisée en frottis
He Nous désirons remercier vivement le Docteur Allan Mornis, Directeur du département de Pathologie de la Western Reserve University qui nous a donné de très larges facilités pour effectuer ce travail.
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fixés au Carnoy (!) et en frottis fixés au formol à 5o o/o (formol du commerce dilué deux fois), puis traités suivant la technique de FeuL&ex. L'étude photométrique fut faite parallèlement sur ces frottis et sur des coupes des mêmes organes fixés au Carnoy et au formol à 50 0/0.
b) Résultats cytochimiques et résultats chimiques. — Le tableau ci-joint groupe les résultats obtenus chez le Bœuf et le Rat par la méthode chimique et par la méthode cytochimique.
La teneur de chaque noyau en ADN, évaluée par la cytochimie, estexprimée en umités arbitraires; on ne doit donc considérer que les rapports entre eux des différents résultats dans chacune des deux méthodes.
Si nous considérons tout d’abord les résultats cytochimiques pour le Bœuf et le Taureau, il apparaît nettement que les différents tissus étudiés ont approximativement la même teneur en ADN par noyau et que cette teneur est le double de celle du sperme. !
Les résultats en valeur absolue (10-$ ;) donnés par l’analyse chimique des mêmes noyaux montrent le même rapport.
En ce qui concerne le Rat, l'analyse cytochimique montre l'existence dans le foie de trois classes de noyaux dont les teneurs en ADN, par noyau, sont respectivement (en unités arbitraires) de 3,3, 6,6 et 12,1. ces trois valeurs sont presque exactement des multiples les unes des autres. Dans le rein au contraire, il n'existe qu’une seule classe de noyaux dont la teneur en ADN est la même que celle de la classe inférieure des noyaux du foie.
TaBreau I
Teneur en acide désoxyribonucléique (ADN) de noyaux isolés de différents tissus de Bœuf et de Rat, déterminée par analyse chimique et cytochimique.
Analyse cytochimique Analyse chimique us MERE Nombre Teneur moyenne | Teneur en ADN de noyaux en ADN par noyau par noyau étudiés (unités arbitraires) (10—$ y)
Bœuf Foie 30 SRE O NU 6,8
Bœut Rate 23 3,0 + 0,08 7,0
Bœuf Rein 26 3,3 + 0,10 6,4 Taureau Spermatozoïide 25 1,6 + 0,08 3,3
Rat Foie | 15 3, 91=510,08
Rat Foie 21 6,6 + 0,24 8,2
Rat Foie 7 12,12 0,90
Rat Rein 38 3,3 + 0,06 5,5
(:) Le Carnoy utilisé diffère de la formule habituelle en ce qu’il ne contient pas de chloroforme.
Voici sa formule :
Alcool absolu,
Acide acétique.
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L'analyse chimique ne permet évidemment pas de discerner les trois classes de noyaux dans le foie puisqu'elle porte sur une masse de noyaux qui est un mélange de ces trois types. Le résultat (8,2) est doncune valeur moyenne, qui est nettement plus élevée que la teneur par noyau trouvée dans le rein (5,5).
c) Discussion. — Il apparaît donc qu'en ce qui concerne le Bœuf, nos résultats, tant chimiques que cytochimiques, sont en parfait accord et nos premières constatations se trouvent vérifiées. Nous pouvons donc affirmer la constance de l'ADN dans les différents noyaux somatiques étudiés et sa teneur moitié moindre dans le spermatozoïde. Signalons d’ailleurs, que dans ces organes de Bœuf et de Veau, la polyploïdie est exceptionnelle. Nous n'avons trouvé par photométrie, au cours de toutes nos investigations, que deux noyaux contenant 4 fois la teneur en ADN du spermatozoïde. Nous avons rencontré également un très petit nombre de noyaux contenant une quantité d'ADN inférieure à celle des autres noyaux. Il s’agit là très vraisemblablement de noyaux en voie de dégénérescence, provenant probablement de cellulesen train de mourir, et dont la présence est logique dans tous les tissus vivants. On peut aussi expliquer quelques-uns de ces résultats divergents par une erreur — toujours possible — dans les mesures photométriques. Quoi qu'il en soit, ces écarts (noyaux polyploïdes ou noyaux inférieurs à la normale) sont proportionnellement insignifiants par leur nombre. L'ensemble des résultats cytochimiques est remarquablement homogène et confirme absolument nos résultats chimiques. Mirsky, nous l’avons vu, a d’ailleurs publié tout récemment (176) une mise au point sur ce sujet et a reconnu que ses premiers résultats sur le Bœuf étaient entachés d’erreurs.
Si nous considérons maintenant les résultats obtenus chez le Rat, la présence dans le foie de trois classes de noyaux contenant respectivement des teneurs en ADN multiples les unes des autres, est tout à fait en accord avec les trois classes de noyaux signalées par Mirsky et Ris (202). Nous avons également trouvé un excellent accord entre les mesures faites sur noyaux isolés et les mesures faites sur des coupes de tissus.
Cependant, nous l'avons vu, Pasreezs et Lison trouvent bien ces trois classes de noyaux, mais les teneurs en ADN de leurs noyaux sont beaucoup plus faibles par rapport à celles des noyaux d’autres organes contenant uniquement des noyaux diploïdes à teneur en ADN double de celle des spermatozoïdes. Ainsi, tandis qu'ils trouvent pour les noyaux du rein la valeur arbitraire 227, les trois classes de noyaux du foie ont respectivement 156, 347 et 772. La valeur minimum pour le foie est donc de 30 0/0 inférieure à celle du rein.
Or, nous n'avons pas retrouvé ce phénomène chez aucun des six rats que nous avons étudiés : les noyaux de la classe inférieure du foie ont exactement la même valeur en ADN que les noyaux de la classe unique du rein. D’autres auteurs (Ris et Mirsky (202), Swirr (235)) étudiant photométriquement les noyaux du Rat, sont également en désaccord avec Pasreezs et Lison. Les auteurs belges n’ont donc actuellement — et ils attirent eux-mêmes l'attention sur cette constatation — été confirmés sur ce point par aucun auteur.
Rappelons que la technique chimique ne peut donner pour le noyau de foie du Rat qu’une valeur moyenne, cette moyenne, nettement plus élevée que la
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valeur théorique normale, permettant de déceler l'existence d’une polyploïdie, que seule la méthode photométrique permet d'analyser. Cela ne réduit en rien la valeur de la méthode chimique, car le chimiste s'adresse à un nombre énorme de noyaux, tandis que le cytochimiste n’en peut étudier qu’un nombre forcément restreint, qui ne représente qu’un très faible échantillonnage de tous les noyaux contenus dans un tissu. Ce n’est donc que sur l'accord entre la méthode chimique et la méthode cytochimique que peut s’édifier une certitude quant aux résultats de cette dernière.
Conclusion. — Par deux techniques, totalement différentes dans leur principe, nous avons pu vérifier l'exactitude de notre hypothèse de travail : la teneur individuelle en ADN des noyaux diploïdes paraît être la même dans tous les organes et représenter le double de la teneur en ADN des gamètes. Son accord remarquable avec les données de la chimie permet de fonder de grands espoirs sur les possibilités de la technique photométrique dans le visible. Cette technique a permis à de nombreux auteurs d'aborder des problèmes très intéressants, dont la plupart sont interdits au chimiste qui ne peut s'adresser qu'à des tissus homogènes, en phase de repos mitotique. Nous allons rapidement envisager ces récents travaux.
LES POSSIBILITÉS DE LA CYTOCHIMIE PHOTOMÉTRIQUE DANS LE VISIBLE
a) Travail sur de petites quantités de matière. — Tout d’abord, le cytochimiste travaillant sur coupes de tissus ou sur frottis n’a besoin que d’une très petite quantité de matière pour effectuer ses mesures, alors que le chimiste ne peut travailler avec précision que sur des masses importantes de noyaux. Ainsi SwirT (235) a pu, grâce à la technique de cytochimie photométrique, effectuer uve étude très poussée de l'ADN des noyaux de nombreux tissus de la Souris blanche : foie, pancréas, thymus, lymphocytes, cellules de Serroz1, tubes urinifères du rein, épithélium de l’instestin grêle, rate, neurones (moelle épinière), cellules interstitielles du testicule, soit ro types de noyaux différents dans un même animal. Ces noyaux ont une teneur en ADN double de celle de la spermatide, et dans plusieurs organes (foie, pancréas, etc...) se retrouvent deux ou trois classes de noyaux ayant le double ou le quadruple de la teneur normale en ADN.
Swirr a étudié aussi avec des résultats comparables divers tissus de la Grenouille (Rana pipiens).
Il a pu également étudier les noyaux au cours de la spermatogénèse chez la Souris. Les noyaux préméiotiques sont de deux sortes : les uns ont pour teneur en ADN, en unités arbitraires, 3,28, et les autres 5,96. Les spermatocytes de premier ordre, 6,28, les spermatocytes de second ordre, 3,35 et les spermatides, 1,68. Comme on le voit, la teneur en ADN est le quadruple de celle des spermatides dans les noyaux préméiotiques les plus évolués et dans les spermatocytes de premier ordre, qui contiennent ainsi respectivement tout l'ADN nécessaire aux 4 spermatides qui dériveront d’eux par deux divisions successives.
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b) Le problème de la polyploïdie intra<issulaire. — La prèsence dans certains organes des Rongeurs d’une proportion importante de noyaux polyploïdes a été signalée depuis longtemps, nous l'avons vu, et là constatation de la présence de classes de noyaux contenant des valeurs double et quadruple des valeurs normales en ADN est venu placer sur le plan eytochimique le problème de cette polyploïdie intratissulaire, qui est certainement d'un grand intérêt du point de vue physiologique.
On savait que cette polyploïdie, rare chez les jeunes, est très marquée chez les animaux d'un certain âge.
Swier à montré que chez la souris de 10 jours, la majorité des noyaux étaient de la elasse L (diploïdes) et que la elasse III (ortoploïdes) n'était pas représentée du tout. Chez l'adulte, les noyaux de la classe Il (tétraploïdes) sont aussi fréquents que ceux de la classe I. Chez l'adulte on ne trouve pas de valeurs intermédiaires entre les classes. Mais chez la souris de 1e jours quelques mesures étaient intermédiaires entre la elasse 1 et la classe IL. Il s'agit probablement de formes de transition. Le rapport entre la fréquence de cette polyploïdie et l'âge des animaux est certainement un fait à retenir (4e) et son interprétation serait du plus haut intérêt. D'autres facteurs influent également sur là polyploïtie : régénération (6), substances chimiques, cancer (73), ete. I y à Là un problème intéressant qui s'ouvre aux histophrsielogistes.
ce) Le problème des ovocytes. — Nous avons vu, dans le chapitre préeédent, que l'on ne peut pas, à l'heure actuelle, effectuer, par la méthode chimique, le dosage de l'ADN dans les œufs d'oursins ni dans les œufs en général. C'est évidemment là un cas où la technique microphotométrique doit montrer ses possibilités. Pour le problème particulier des œufs d'oursins, Mask et Ris (175) ont pu montrer tout récemment qu'après fécondation, les deux pronuclei mâle et femelle ont exactement la même teneur en ADN et sont ‘ haploïdes. Antérieurement à ces auteurs, ALrert ($) avait consacré une étude complète au problème de l'ADN des noyaux au cours de l'evogénèse et de la segmentation de l'œuf chez la Souris. Il à pu montrer que parallèlement à ce qui se produit dans le testicule, les ovoertes primaires de la Souris présentent une teneur en ADN égale à 2 fois la valeur trouvée dans un norau diploïde de la couche épitheliale de la trompe de Fallope (ou moitié de ce qui est trouvé dans un noyau octoploïde du foie). Cette mème proportion d'ADN existe déjù dans les avocytes tout petits, À peine reconnaissables, Au cours de le eris: sance de l'ovocyte, l'accruissement du volume nueléaire entraine une dilution progressive du contenu nucléaire et produit une réduction apparente de ta colorabilité au Feulgen. Bien que les stages intermédiaires de là méiese n'aient pas pu être suivis, du Fait que les chromasomes ne reforment pas un noyau au repos (ce qui est essentiel pour de bonnes mesures photométriques (Hiuss) (119)), les pronuelért femelles qui finalement apparaissent ent ex quart de la teneur en ADN des evocytes primaires.
Axrerr rapporte enfin les résultats d’une série de mesures faites sur les noyaux résultant des premières divisions de segmentation : ees noyaux contiennent le double de la teneur en ADN des pronueléi. Ils sont diplekles et cette teneur est elle-mème très vite doublée dans ces noyaux se divisent rapidement pour préparer la division suivante.
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Toutes ces constatations sont parfaitement en accord avec la théorie qui fait de l'ADN un matériel essentiel dans l’hérédité puisque sa teneur par noyau se montre aussi constante que leur équipement chromosomique et se comporte de la même façon. Elles sont en désaccord avec un certain nombre de travaux antérieurs, qui tendait à montrer l'ADN des noyaux en maturation et segmentation comme une substance éminemment transitoire et fluctuante. De très nombreux auteurs n’ont pu obtenir de réaction de Feulgen positive dans des ovocytes de différentes espèces, en développement (Kocn (129), Higsarp (117), Korrzorr (130), Gormié et Tsarsaris (111), SERRA (215), MoricarD (168)). Bracuer (32-37) a exprimé l’idée que, tandis que le contenu en ADN des œufs vierges et des cellules résultant des premières divisions de segmentation est très faible, il s'accroît graduellement pendant le développement aux dépens de l’acide ribonucléique cytoplasmique. Dans le cas particulier des œufs de Souris, Goruté et Tsarsaris (111) ont pensé qu'ils étaientabsolument dépourvus d'ADN à certains stades. Ces travaux ont été effectués uniquement par des méthodes cytologiques, l'intensité de coloration du Feulgen étant appréciée à l'œil. L'emploi de la cytochimie photométrique a donc permis de reprendre ce problème avec une plus grande précision et les résultats d’ALrerr sur les ovocytes de Souris apportent une lumière nouvelle sur une question qui demeurait assez confuse.
d) Ætude de la multiplication cellulaire : milose et méiose, embryologie, hématopotèse. — Enfin la cytochimie photométrique peut permettre d'aborder directement le problème de la division cellulaire et de suivre l'ADN d’un noyau en plein cycle mitotique. Il est évident qu'ici, plus qu'ailleurs, une grande prudence doit être de mise. On sait, en effet, d’après les travaux de CaspErsson, que la coloration de FEuLGEN peut être influencée par la présence des protéines coexistant avec l'ADN. Or, durant la mitose, on admet que les histones sont modifiées, au moins quantitativement. Aussi, les résultats, de la technique de cytochimie photométrique ne doivent-ils être envisagés qu'avec beaucoup de réserve chaque fois qu’il s’agit de cellules en voie de multiplicalion.
Déjà, en 1947, Ris (201) avait étudié par la technique photométrique dans le visible les mitoses de méristème de racine d’oignon et des méioses de la spermatogénèse de Chorthophaga. Cet auteur montrait que la richesse en ADN du noyau augmente au cours de la prophase pour atteindre son maximum à la métaphase, la valeur étant alors deux fois supérieure à celle d’un noyau normal. Les valeurs de chaque anaphase sont les mêmes que dans le noyau normal. Ces données étaient en accord dans leurs lignes générales avec le travail classique de Caspersson (1939-1941) (48-51) qui avait étudié le problème de la mitose et de la méiose par la photométrie en ultra-violet. La synthèse de l'ADN débuterait donc avec le processus mitotique et ne se terminerait qu'au moment de la séparation des chromosomes fils.
Cependant, des travaux récents (Swirr (235), Azrenr (3)) tendent à montrer que, à la prophase de la mitose, la synthèse de l'ADN serait terminée et que le noyau contiendrait déjà le double de la teneur en ADN du noyau normal. Dans la méiose (Lison et Pasrsezs (149), Swirr (235), SCHRADER et LEUCHTENBERGER (212)) les spermatocytes de premier ordre contiennent deux
BULL, BIOL,, fasC. 1, 1952. n
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fois la teneur du noyau normal, c’est-à-dire la valeur des quatre spermatides qui vont en dériver par deux divisions successives.
Nous avons nous-même tenté d'aborder le problème de la synthèse de l'ADN dans la division cellulaire en essayant d'isoler à partir de testicules de Taureau des noyaux de spermatocytes en prophase. Ces noyaux, très reconnaissables par leur grosse taille et leur filament de chromatine fortement contourné, sont en assez grand nombre dans les tubes séminifères pour qu’on puisse espérer en obtenir des quantités suffisantes pour un dosage chimique. Nous avons pu en obtenir des suspensions très riches (60 0/0), mais nous n’avons malheureusement pas pu nous débarrasser complètement des autres noyaux, en particulier des spermatozoïdes haploïdes, malgré des centrifugations différentielles répétées. Cependant, la comparaison des dosages effectués sur une suspension de noyaux isolés du testicule (et contenant normalement une proportion assez faible de noyaux en prophase) et des suspensions progressivement enrichies en prophases, nous a montré que dans le premier cas le chiffre moyen obtenu en divisant le résultat du dosage total par le nombre de noyaux se situait entre la valeur haploïde des spermatozoïdes et la valeur diploïde. À mesure que le nombre des prophases augmentait dans le mélange, ce chiffre moyen s’élevait pour atteindre finalement une teneur supérieure à la valeur diploïde — ce qui tendrait à prouver qu’effectivement les noyaux en prophase sont déjà considérablement enrichis en ADN et contiennent vraisemblablement l'ADN nécessaire pour les deux noyaux fils.
Tout récemment, Pasreezs et Lison (189), étudiant des mitoses d’érythrocytes d’embryon de Rat, des glandes de Lieserküan de Rat adulte et de cultures de fibroblastes de cœur de Rat, auraient trouvé que, dans ces cas, la synthèse de l'ADN s’effectuerait immédiatement après la télophase au cours de la reconstitution du noyau. Les noyaux fils à peine reformés contiendraient donc déjà le matériel nécessaire à leur future mitose.
Aux mêmes conclusions aboutissent SESHAGHAR (216) en ce qui concerne le micronucléus d’un Infusoire (Chilodonella) et BuzrouGn et Pasrezs (41) étudiant la division cellulaire dans l’épiderme de la Souris.
Cette conception s’accorderait assez bien avec les théories des cytologistes . (DEHoRNE, DARLINGTON) qui ont montré que la fissuration des chromosomes s'effectue dès la fin de la télophase, préparant déjà la mitose suivante.
ILest évident que ces recherches toutes récentes demandent de nouvelles vérifications, car elles s'adressent à un matériel, qui, de l'avis des auteurs eux-mêmes, est très difficilement abordable par la photométrie. Elles n’en présentent pas moins un grand intérêt et mériteraient certainement d’être reprises. Remarquons que les différents auteurs que nous avons cités, travaillent sur des matériels différents (méristèmes végétaux, embryons animaux, tissus en culture, érythrocytes, testicules) et l’on ne saurait encore, dans l’état actuel de la question, se baser sur des résultats en apparence divergents ; il est possible que les processus diffèrent suivant les conditions de la division cellulaire.
e) Embryologie. — Pasrees et Lison (150) ont étudié l’ADN des noyaux de l'embryon d’Oursin au cours de son développement. Iis ont trouvé que la
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teneur en ADN des noyaux est d'autant plus élevée que la fréquence mitotique est plus grande (elle atteint jusqu'à 8 fois la teneur du spermatozoïde : 8 S dans l’œsophage). Quand survient un ralentissement de la multiplication (par exemple au stade blastula) cette teneur fléchit partout où elle était élevée. Ceci ne doit pas nous surprendre : On imagine aisément, en effet, que les noyaux se préparant à une série de divisions successives (trop rapides pour que des synthèses puissent s’y faire) fassent en quelque sorte provision d'ADN pour plusieurs mitoses. Enfin, disent ces auteurs : « Lorsqu'on étudie l'allure des courbes représentant l'évolution quantitative des diverses lignées cellulaires, on ne peut manquer d'être frappé par le fait qu’elles convergent à certains moments vers des valeurs qui sont les valeurs 4 S et 2 S » (4S au stade blastula avancé, 2 S au stade pluteus). Au stade pluteus pratiquement toutes les cellules de l’embryon ont la valeur 2 S, sauf celles qui sont impliquées dans la formation des bras qui continuent à se développer activement. L'état d'équilibre à la valeur 2 $S estatteint lorsque les organes primordiaux de l’embryon sont en place et que la multiplication cellulaire a ‘ cessé d’être particulièrement active. Ceci nous paraît confirmer une fois de plus le rôle important que doit jouer l'ADN dans la biologie du noyau cellulaire en général et dans sa division en particulier.
Citons, pour terminer, un travail tout récent d’un élève de PAsTEELs et Lison, MaRINONE (159), qui a abordé par la même technique que celle de ces auteurs, le problème de l'ADN des noyaux dans la maturation des cellules sanguines des diverses lignées dans la moelle osseuse.
Conclusion. — Nous avons pu constater au cours de ce chapitre que la cytochimie photométrique dans le visible, malgré les critiques et les restrictions qu’elle mérite du point de vue théorique et quant à l'interprétation de ses résultats, a démontré ses possibilités dans le domaine pratique : son accord complet avec les résultats de la chimie dans les nombreux cas déjà étudiés, les nombreux problèmes qu'elle a permis d'aborder () (dans le domaine de la division cellulaire, de la polyploïdie intratissulaire, de l’'éèmbryologie, etc.), confèrent à celte jeune science un acquit suffisant pour qu’on puisse espérer la voir devenir un jour un instrument précieux entre les mains de très nombreux biologistes. Cependant, il ne faut pas oublier que la technique photométrique dans le visible ne saurait donner une certitude absolue. Elle n’a pas l’élégante spécificité de la photométrie en ultra-violet, et l'emploi simultané de la photométrie dans le visible et dans l’ultra-violet donnerait, si les résultats concordaient, une plus grande confiance dans la cytochimie au Feulgen, dans tous les cas surtout où la vérification chimique est impossible.
(:) Très récemment ALrert et BERN (4) ont publié un travail de cytochimie photométrique portant sur les noyaux des cellules des glandes de l'utérus de Rat ovariectomisé. L’injection d'æstrone détermine un accroissement très notable du volume de ces noyaux. Les auteurs ont vérifié que le contenu en protéines augmente parallèlement à l'accroissement du volume nucléaire, alors que la teneur en ADN demeure inchangée.
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LU. — Cytochimie photométrique en ultra-violet.
La technique décrite en 1936 par Caspersson (47-30) utilise, nous l'avons dit, la propriété des acides nueléiques d'absorber les radiations ulira-violettes dans la longueur d'onde de 2.600 À. Casprrssox l'a utilisée prineipalement pour étudier l'acide nueléique du eytoplasme (l'acide ribonueléique) et ses variations au cours de différents états physiologiques de la cellule (4a-31-34- 55-56-58-39). Quant à l'acide désoxyrihonueléique, Casperssox l'a peu étudié, A l'exception de ses travaux sur la localisation de cet acide dans les handes des chromosomes géants et sur ses variations dans les chromosomes au cours de la mitose (47-48-57) on ne relève dans son œuvre aucun travail système tique se rapportant à l'ADN du noyau.
Comme nous l'avons montré dans ce qui précède, la constance de l'ADN dans tous les noyaux d'un même organisme et sa réduction de moitié dans les gamètes, à êté d'abord établie chimiquement, puis confirmée par le eytochimie au Feulgen, et il nous à paru que l’utilisation d'une troisième technique de la valeur de celle de Caspersson n était pas superflue pour asseoir encore plus solidement un fait biologique de cette importance,
C'est à l'instigation des Docteurs G. et R. Lrucurexssresr de Cleveland (U. S. A.) et avec le plein accord du Professeur Caspersson (') que nous avons entrepris au Karoliaska Intitutelà Stockholm un travail en équipe (143), travail de chimie et de photométrie comparée sur l'ADN de noyaux sometiques et de spermatozoïdes. Nous nous sommes chargés plus partieulièrement de la partie chimique du travail (préparation et mise au paint du matériel), les Docteurs LEUCRTENSERGER se sont occupés des mesures d'absorption.
1) Description de la technique.
La technique photomètrique de Casekrsson est désormais elassique et bien connue de tous les biologistes Nous nous bornerons done à décrire dans ses grandes lignes la photométrie sur plaques photographiques que nous avons utilisée pour le travail courant (L'utilisation de l'appareil &e photemétrie directe n'ayant pas êté nécessaire pour ce problème).
Cette technique comprend quatre temps :
1) La microphotographie en ultre-violet du matériel à étudier dans des conditions strictement standardisées et sur des plaques rigoureusement homogènes et identiques.
2) La mèsure de la transmission de la lumière à travers la plaque photagrephique au niveau de l'image et au niveau du fond de la plaque. L'iaseription graphique de cette mesure est faite grâce au densitomètre À SISRARN.
_ 3) La conversion des résultats dounès par le densitomètre en mesure d'extinetion correspondant aux noyaux. Cette conversion se fait grâce à une courbe de rétérence établie en mesurant au Sigbahn la densité en différentes zones d'une
(1) Nous sommes heureux d'exprimer ici toute notre reconnaissance au Pro-
Fesseur Gaspsrssox pour l'hospitalité qu'il nous a accordée dans son bel Institut et pour les facilités de travail qu'il nous à prodiguées.
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même plaque impressionnée par des intensités lumineuses progressivement croissantes. (La plaque est placée sur le microscope à ultra-violet comme pour une micro-photographie, mais la lumière ne traverse qu’une préparation témoin, c'est-à-dire une lame vide montée avec sa lamelle).
4) Calcul des résultats en valeur absolue. Le calcul des teneurs Q en ADN des noyaux étudiés se fait par la formule suivante :
AXE Q—=<" mg
dans laquelle À est la surface du noyau en millimètres carrés déterminée sur plaque par planimétrie et calculée en tenant compte du grossissement du microscope, E l’extinction dans le noyau et : l'extinction d’une solution étalon d’acide ds de de : mg. par centimètre cube sur une épaisseur de 1 cm. £ — 20).
2) Adaptation de la technique au matériel à étudier : les noyaux cellulaires.
L'application de la technique aux noyaux d’une coupe histologique était pratiquement impossible. En effet, l’ultra-violet est absorbé également par les deux acides nucléiques : acide ribonucléique et acide désoxyribonucléique. Or quand la coupe est assez épaisse pour contenir le noyau entier, il y toujours au-dessus et au-dessous de ce dernier une couche de cytoplasme absorbant qui fausse toutes les mesures. En outre, dans les tissus fixés, le matériel absorbant du noyau (chromatine) est réparti de façon très peu homogène, ce qui est une cause d'erreur considérable. L'utilisation de matériel traité par la méthode d’Azrmanx Gers (congélation dans le vide) ne présente pas d’avantage suffisant pour parer à cet inconvénient. Enfin le noyau contient une petite quantité d'acide ribonucléique dans le nucléole, ce qui doit forcément fausser par excès les déterminations d'ADN.
Nous avons évité tous ces obstacles en utilisant des noyaux isolés par l’acide citrique puis mis en suspension dans de la glycérine (qui est le milieu de montage utilisé pour la photographie en ultra-violet). On place une goutte de cette suspension entre une lame et une lamelle de quartz. Après traitement par l’acide citrique, il n’y a évidemment plus de cytoplasme. L’acide ribonucléique du nucléole est probablement éliminé en partie et la chromatine reste d’une homogénéité très satisfaisante, du fait d’une fixation très douce et progressive sous la seule action de l'acide citrique, surtout si l’on fait les photographies dès que la préparation du matériel est achevée. (Les résultats sont moins bons si l’on attend plusieurs jours). Rappelons — nous l'avons montré précédemment (cf. p. 18) — que les noyaux isolés par la technique que nous utilisons ont exactement la même teneur en ADN que les noyaux des tissus vivants. On est donc en présence d’un matériel très favorable pour la photométrie en ultra-violet, et c'est grâce à cette préparation de noyaux isolés que nous avons pu mener à bonne fin un problème qui paraissait dès l’abord hérissé de difficultés.
Nous avons étudié des noyaux de foie et de thymus de Bœuf et de Veau, des spermatozoïdes de Taureau et des noyaux de foie de Rat.
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3) Résultats.
Nous rapportons dans le tableau suivant (Tableau 1) les résultats pour l'ADN de l'analyse spectro-photométrique en ultra-violet de ces noyaux, ainsi que les résultats de l'analyse chimique de l'ADN et des protéines sur le même matériel.
TABLEAU I Teneur Teneur Teneur Teneur Nombre moyenne moyenne moyenne moyenne Animal Tissus |de noyaux ne eu ee ue x ne APE mesurés Y J ; T par noyau par noyau par noyau | par noyau (par U. V.) |(parla chimie)| (chimie) (chimie) Bœuf Foie k2 De 9=E "0 T1 6,4 0,3 20,8 Veau Thymus 16 57-2022 6,4 0,5 14,3 Taureau | Sperme 56 200 03 373 0,1 14 ‘ 6,0 + 0,40 Rat Foie 47 10/0 o.20| 8,6 — — Æ
L'aspect des noyaux photographiés en lumière ultra-violette (photo 1) rappelle l’image des noyaux observés dans des cellules vivantes au micro-
Photo 1. — Noyaux de cellules hépatiques de Bœut (Photographie en lumière ultra-violette, À = 2.570À).
Eh
L'ACIDE DÉSOXYRIBONUCLÉIQUE DES CELLULES ANIMALES 55 te RQ 5, RU
scope à contraste de phase : l’homogénéisation de la chromatine est satisfaisante ; les courbes obtenues au densitomètre ne présentent que de petites irrégularités et permettent une mesure suffisamment. précise (fig. 1). En ce
Fa. 1.
. Courbes oblenues grâce à un densilomètre enregistreur sur des photographies de noyaux defoie de Rat, foie de Bœuf, thymus de Veau et spermatozoïde de Taureau à 25% À
Foie d'a
— Me d Pœuf.
000000 Thymus de Veau.
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ie AL 00060000 90éb00 000
Absorption du fond
qui concerne les spermatozoïdes (photo 2), leur remarquable homogénéité en fait un matériel de choix pour cette étude.
Photo 2. — Spermatozoïdes de Taureau :
(Photographie en lumière ultra-violette, } — 2 570 A).
D'autre part, des courbes d'absorption à différentes longueurs d'onde ont été établies sur des noyaux de foie et des spermatozoïdes. Ces courbes ressemblent évidemment à celles des acides nucléiques avec un maximum
RTS
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d'absorption à 2.570 À. Le rapport entre l'absorption à 2.800 À et à 2.570 À est environ de 6. On peut constater en outre que l'absorption des protéines n'intervient pas dans les mesures : en effet, comme on le voit dans le tableau 11 le rapport entre la quantité de protéine et la quantité d'acide nucléique dans ce matériel est de 2 à 4 pour 1. Comme l’absorption des acides nucléiques à 2.570 À est environ de 5o fois celle d’une solution de protéine de même concentration, l'absorption des protéines à 2.570 À dans ce matériel peut être consi-
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dérée comme négligeable. Enfin les faibles quantités d’acide ribonucléique mesurées dans ce matériel (voir tableau 1) montrent qu'il est légitime de calculer les teneurs des noyaux en ADN d’après leur absorption à 2.570 À.
D’après les résultats présentés dans le tableau I on peut voir que la teneur individuelle des noyaux en ADN calculée d’après les données de l’analyse spectrophotométrique en ultra-violet est en bon accord avec les résultats de l'analyse chimique. La teneur en ADN des noyaux de foie de Bœuf est exactement le double de celles des spermatozoïdes. D’après les histogrammes ci-contre (fig. 2 A et 2 B),il apparaît que la taille des noyaux peut varier considérablement tandis que leur teneur en ADN est sensiblement constante,
En ce qui concerne les noyaux du foie de Rat, les trois classes de noyaux,
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contenant des teneurs en ADN multiples les unes des autres ont été retrouvées. Nous avons vu précédemment que la présence de ces trois classes a été déjà constatée par plusieurs auteurs utilisant la photométrie dans le visible.
Conclusion.
Ainsi, l'emploi de la technique de CaspEersson nous a permis de vérifier une fois encore les résultats que nous avions obtenus par l'analyse chimique. Cette confirmation, qui vient s'ajouter à celle que nous avions obtenue par l'emploi de la photométrie au Feulgen, nous paraît être très précieuse. En effet, la technique de Caspersson, appliquée aux noyaux isolés, permet une véritable estimation quantitative de l'ADN contenu dans un seul noyau et ses résultats, en valeur absolue, sont en bon accord avec nos résultats chimiques, ce qui nous paraît établir définitivement leur solidité. È
La supériorité de la technique en ultra-violet sur la technique dans le visible apparaît nettement. Elle permet un véritable dosage de l'ADN au niveau d'un seul noyau, alors que le Feulgen ne permet d’obtenir que des résultats en unités arbitraires. Malheureusement, la technique en ultra-violet est une méthode longue, délicate et coûteuse et ne saurait être employée couramment pour un travail rapide et extensif. Cependant, la possibilité de son application à l’estimation quantitative de l'ADN du noyau ouvre à cette technique photométrique un nouveau champ d’étude, qui apparaît fort prometteur, d’après les premiers résultats obtenus.
CHAPITRE II
LE ROLE POSSIBLE DE L’ACIDE DÉSOXYRIBONUCLÉIQUE DANS LA BIOCHIMIE DE L'HÉRÉDITÉ
Introduction.
Nous avons rapporté dans les précédents chapitres nos études expérimentales sur le comportement de l'ADN dans les cellules animales. Ces travaux, ainsi que ceux de plusieurs autres auteurs, qui les confirment, nous ont permis de conclure à la constance quantitative de l'ADN dans les cellules somatiques en phase de repos mitotique, et à sa réduction de moitié dans les gamètes. Ges faits ont été établis par trois méthodes bien différentes : chimie, cytochimie dans le visible et cytophotométrie en ultra-violet. Aucune de ces trois méthodes ne peut fournir à elle seule une preuve absolument irréfutable de ces données, mais on peut penser que la convergence de leurs résultats est tout à fait convaincante.
Il nous reste à présent à envisager comment on peut utiliser ces faits nouveaux pour une conception rationnelle de la nature chimique du gène et de son mode d'action. Nous étions partis d’une hypothèse de travail formulée par Borvin, à la suite de ses travaux sur les mutations dirigées chez les micro-
58 COLETTE VENDRELY
organismes, hypothèse selon laquelle chaque gène serait constitué par une macromolécule d’un acide nucléique particulier. Nos résultats semblent plaider en faveur de cette théorie, comme nous allons le voir en analysant d’un peu plus près la notion de gène et ce qu’elle implique du point de vue chimique.
I. — Définition du gène
En effet, le gène, tel qu’on le définit classiquement (223), est caractérisé par son action : le contrôle et le maintien des caractères héréditaires ; ses propriétés : faculté d’auto-duplication et de mutation ; sa localisation dans le noyau cellulaire et plus particulièrement dans les chromosomes.
La substance chimique composant le gène doit pouvoir répondre à cette définition.
1) ACTION DU GÈNE : LE CONTROLE ET LE MAINTIEN DES CARACTÈRES HÉRÉDITAIRES
Tout d’abord et comme le lot de gènes qu’elle constitue, cette substance doit être rigoureusement constante dans toutes les cellules d’un même individu. Or, nous l'avons vu, la quantité d'ADN par cellule en repos mitotique est remarquablement constante. même dans les cellules les plus actives, métaboliquement. Alors que l’on assiste à une continuelle production de nouvelles substances et à des destructions non moins intenses d’autres substances, l'ADN reste en quantité constante. Même les délicates études par les corps marqués n’ont décelé qu’un renouvellement très lent de l'ADN, alors que tous les autres constituants cellulaires et en particulier l'ARN (qui lui est cependant très proche chimiquement), se renouvellent rapidement.
D'autre part, la substance constituant les gènes doit se répartir en deux parties égales dans les cellules filles, lors de la méiose, aboutissant à la formation des gamètes haploïdes, qui contiennent ainsi chacun la moitié du stock de gènes caractérisant l'individu. La réunion de la moitié du stock génique d’origine maternelle et de la moitié du stock génique d’origine paternelle reconstituera, lors de la fécondation, la quantité normale de matériel héréditaire, assurant chez l'individu ainsi formé le maintien de caractères paternels et maternels.
L’ADN, ici encore, se comporte comme le matériel génique : sa teneur dans les gamètes est exactement la moitié de sa teneur dans les cellules somatiques. Après fécondation de l’œuf, les cellules résultant des premières divisions contiennent à nouveau la quantité normale d'ADN.
PROPRIÉTÉS DU GÈNE
A) Faculté d'auto-duplication. — Le gène doit se reproduire strictement semblable à lui-même lors de la division Titi de façon que les deux cellules filles aient le même équipement génétique. Nous avons vu que la quantité d'ADN doublait au cours de la mitose. Le moment exact de ce dou-
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blement est cependant encore un sujet de discussion (métaphase pour Cas- PERSSON (48-51) et pour Ris (201), pré-prophase pour Swirr (235) fin de télophase pour Pasreszs et Lison (189). Mais remarquons que ces auteurs s'adressent à des matériels différents et il n’est pas impossible que le moment de la synthèse d'acide nucléique ne soit pas exactement le même, suivant qu'on s'adresse à des cellules embryonnaires, des méristèmes de végétaux ou des mitoses préparant la spermatogénèse. Peu importe d’ailleurs ce moment. Ce qui compte, c'est que la quantité d'ADN double à chaque division cellulaire et que les deux cellules filles contiennent la même teneur en ADN que la cellule mère en phase de repos.
B) Faculté de mutation. — On sait que le gène est susceptible de subir des mutations spontanées, ou provoquées par divers agents : rayons X, substances chimiques, température, etc. Les rayons ultra-violets provoquent également des mutations et, chose remarquable, la longueur d’onde la plus efficace correspond à 2.600 À, c'est-à-dire à la longueur d’onde spécifiquement absorbée par les bases puriques et pyrimidiques des acides nucléiques. Cette absorption conduirait vraisemblablement à une altération de l'ADN, d’où la mutation (232). Ceci nous paraît confirmer encore le rôle de l'ADN dans l’hérédité.
Enfin, nous avons exposé ci-dessus (Voir Historique, p. 10) les travaux sur les mutations dirigées chez les microorganismes. Là, l'ADN isolé, débarrassé de toute substance protéique, est capable, par sa seule présence, d’induire des mutations et ce n’est pas un ADN quelconque qui est capable de provoquer cette mutation, mais un ADN bien particulier, provenant d’une bactérie possédant dans son phénotype la propriété dont on veut provoquer l’apparition chez la bactérie mutante. C’est cette spécificité remarquable qui permet de diriger et de prévoir la mutation, qui fait de l'ADN une substance tout à fait à part parmi les agents susceptibles de provoquer des mutations. Nous avons vu (Historique, page 13) comment on peut interpréter ce phénomène des mutations dirigées en définissant le gène désoxyribonucléique.
LOCALISATION DANS LES NOYAUX
Enfin, les gènes sont tous localisés dans les noyaux cellulaires et plus précisément dans les chromosomes, où ils occupent des places bien caractéristiques, comme l’ont montré les beaux travaux de MorGan (167). Or, l'ADN est véritablement la substance caractéristique des noyaux, Mrescner l'avait déjà pressenti et l’on a montré par la suite, comme nous l’avons vu (Historique, page 7), que c’est dans le noyau et dans le noyau seul qu'est situé tout l'ADN de la cellule, alors que l'ARN est localisé en majeure partie dans le cytoplasme. Bien plus, les travaux de Caspersson (53), Serra (215), Mazia (163) sur les chromosomes géants des glandes salivaires du Chironome ont montré que l'ADN se localisait sur les bandes euchromatiques de ces chromosomes et l’on sait (cf. MorGan) que ces bandes constituent les « loci » où se situent les gènes, les régions hétérochromatiques étant généralement considérées comme inertes du point de vue génétique.
Ne
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DISCUSSION
Les considérations que nous venons de rapporter rendent très probable l'hypothèse de la nature désoxyribonucléique du gène, et cependant, du point de vue théorique, cette hypothèse est difficile à accepter sans réserves.
En effet, si l’on envisage le nombre des gènes, tous différents les uns des autres et présents dans chaque espèce (1.150 gènes chez Drosophila, d’après Muzzer, 10:000 pour WappiNGron chez Drosophila et chez certaines plantes (‘), on a peine à imaginer comment une molécule relativement simple comme la molécule d'ADN pourrait présenter une pareille diversité de formes différentes, alors que, par contre, la grande quantité des molécules protéiques déjà connues présentent une gamme infinie de possibilités susceptibles d’assurer la spécificité de tous les gènes existants.
On peut répondre à cette objection de façon satisfaisante comme l’a fait Boïvin. On peut, en effet, imaginer un principe de variation qui, sans affecter la structure chimique des molécules, permet un nombre de permutations suffisant pour rendre compte de tous les génotypes possibles. Par exemple, on peut accepter l’ingénieuse conception de K. G. Srern (232) : « On admet « généralement sans preuve expérimentale suffisante, écrit cet auteur, que les « quatre bases présentes dans l’acide thymonucléique, à savoir les purines : «adénine et guanine, et les pyrimidines : cytosine et thymine, alternent avec « une périodicité régulière et constante le long de l’étendue entière de la « chaîne polynucléotidique (cf. GuzLanp et coll.). Si l’on admet la pos- « sibilité pour les bases de varier dans leur séquence ou leur orientation par «rapport au squelette, cela constituerait un principe de modulation qui « n’affecterait pas la stechiométrie de composition de la chaîne de nucléo- « protéine et qui est pleinement capable de rendre compte de tous les géno- «types possibles. Le nombre des variations possibles est si grand que l’on « peut même se permettre d'imposer certaines restrictions sur la manière de « permuter » (?).
Les travaux récents de CHarGarr et de beaucoup d’autres auteurs (Historique, page 12) viennent apporter un argument de plus à la thèse des acides nucléiques multiples. En effet, d’après ces recherches, il existerait différentes sortes d'acides nucléiques variant par les proportions relatives de leurs bases puriques et pyrimidiques, ce qui ajoute encore un élément — quantitatif cette fois — de variabilité.
(1) Cités par Ruzey (H. P.). Introduction to genetics and cytogenetics (200).
(?) It is generally assumed, without sufficient experimental proof, that the four bases present in thymonucleic acid, viz., the purines, adenine and guanine, and the pyrimidines, cytidine and thymine, alternate in a regular and constant periodicity along the entire length of the polynucleotide chain (cf. GuzLann etal.). If one admits the possibility that the bases may vary in their sequence or origntation with reference to the backbone, this would constitute a principle of modulation which does not affect the over-all stoichiometry of composition of the nucleoprotein chain, and which is fully capable of accounting for all possible genotypes. The number of possible variations is so great that one can afford to impose certain restrictions on the manner of permutations. K.G. STERN,
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Ainsi, rien ne s'oppose du point de vue théorique à ce qu’il existe une infinité d'acides nucléiques, ayant chacun sa spécificité et différant entre eux autant que peuvent différer deux gènes. Cependant, l’idée que l’acide désoxyribonucléique puisse avoir un rôle effectif dans l’hérédité a longtemps été repoussée. En effet, les observations de nombreux cytologistes faisaient conclure à une grande variabilité quantitative de l'acide nucléique des noyaux (défini comme le facteur conférant sa colorabilité à la chromatine) : les chromosomes intensément basophiles contrastaient avec le noyau au repos et ses rares mottes de chromatine, la coloration au Feulgen elle-même paraissait négative dans certains noyaux que l’on considérait comme dépourvus d’acide nucléique (ovocytes de premier ordre au stade de grand accroissement par exemple), l'acide désoxyribonucléique apparaissait ainsi comme un élément essentiellement variable dans le noyau et ce comportement paraissait, non sans raison, incompatible avec celui d’un constituant important du gène. On conçoit, d'autre part, difficilement comment cet acide seul pourrait agir et déclancher des processus dont l’aboutissement serait la réalisation des caractères héréditaires : c’est pourquoi en 1944 encore, Guziox (113) pouvait écrire :
« Du fait que l'acide nucléique est largement non spécifique. l'intérêt principal s'attache à la partie protéique du complexe et au problème de sa duplication... » ({).
Et nous allons voir, effectivement, en esquissant une brève revue de l’histoire des conceptions qui ont été émises, sur la nature chimique du gène et sur son mode d'action, combien l'hypothèse du « gène-protéine » s’est montrée séduisante et logique pour la plupart des théoriciens de la question.
ROLE ACCESSOIRE ATTRIBUÉ À L'ACIDE DÉSOXYRIBONUCLÉIQUE
Déjà TrocanD en 1917 et après lui Korrzorr (1928-1939) (131) avaient vu clairement que la clé de la reproduction biologique doit être quelque sorte de molécule protéique auto-reproductible, un enzyme présidant aux processus de sa propre synthèse et qui serait en même temps une unité d’hérédité.
Pour Kozrzorr (131) « les molécules volumineuses et compliquées d’albumine spécifique »... sont synthétisées à partir de protéines géniques servant de modèle, par un processus comparable à celui de la formation dans une solution d’un cristal identique à un autre cristal servant d’amorce. C’est donc la partie protéique du chromosome, ce que Kozrzorr appelle le « génonème », « qu'il faut considérer comme le porteur authentique des caractères héréditaires ». Le génonème est entouré de « chromoplasme » dont la composition peut changer suivant la répartition de la chromatine (ou acide nucléique) qui
(:) « Since the nucleic acid is largely non specific. the chief interest attaches itself to the protein member of the pair, and to the problem ofits duplication ». Guzicr A., 1944 (113).
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l’imbibe. Cette chromatine est très variable, elle peut inonder le génonème ou s’'accumuler par places. L’acide nucléique n’est donc, pour Kozrzorr, qu’une enveloppe variable et contingente du précieux génonème et il ne lui accorde aucun rôle valable comme support des caractères héréditaires (!).
Plus récemment, DarLINGroN (1940) (76-78) attribue un rôle mieux défini à l'acide désoxyribonucléique, mais ce rôle n’a que des rapports bien lointains avec les processus d’hérédité. Cet acide jouerait un rôle important dans la mécanique de la mitose : la spiralisation des chromatides, leur appariement. Ainsi, d’après DarzinGron et La Cour (77), l'effet immédiat des rayons X sur la cellule serait d’en augmenter la teneur en acide nucléique, ce qui provoquerait l'apparition sur les chromosomes d’une « surcharge » d’acide nucléique non absorbé Les chromosomes deviendraient alors « collants ». Cet effet interférerait sur la spiralisation et les autres fonctions des chromatides. Au contraire, les basses températures (chez Fritillaria), empêcheraient la formation d’acide désoxyribonucléique à la surface des chromosomes, qui seraient ainsi bien plus fragiles. En effet, les chromosomes pourvus d’une surcharge d’acide nucléique « collant » à leur surface sont, soit très difficiles à briser, soit, ce qui revient au même, capables de se recoller rapidement.
Ici encore, l’acide désoxyribonucléique joue un rôle d’enveloppe de protection en même temps qu’un rôle mécanique dans les phénomènes mitotiques, mais c'est la protéine qui constitue le gène.
CONCEPTION ACTUELLE DU GÈNE
A) Données cytologiques. — DeMEREC (92), en 1939, a exposé nettement la conception actuelle de la constitution des chromosomes et la relation entre gènes et chromosomes : la partie fondamentale du chromosome est le chromonema, long filament homogène dans toute sa longueur. On considère que tous les chromonema sont semblables dans la même cellule. Les gènes n’en font pas partie. Ce chromonema serait une sorte de squelette portant sur toute sa longueur des bras, où viendraient s’attacher différents radicaux chimiques représentant les gènes.
Les beaux travaux de MorGax ont permis d’é.ablir comment les gènes se répartissent en des lieux bien déterminés le long des chromosomes. On distüingue deux sortes de régions dans les chromosomes : les régions génétiquement actives constituées par l’euchromatine, qui contient pratiquement tous les gènes, tandis que l’hétérochromatine (centromères, chromocentre) est dépourvue de gènes.
B) L'action du gène, données expérimentales. — Nous connaissons donc, du gène invisible, sa localisation sur le chromosome, que l’on peut
(°) « L'analyse chimique a établi, dans tout le règne animal et végétal, une trop grande homogénéité et une trop grande simplicité relative de la chromatine, incompatibles avec la diversité des facteurs héréditaires. La méthode de coloration la plus spécifique de la chromatine, la méthode de FEULGEN, n’était qu’un réactif de l’acide thymonucléique, c'est-à-dire d’une substance organique relativement simple, à laquelle il serait étranger d'attribuer le rôle de porteur des qualités héréditaires ». Kourzorr N. K., 1939 (131).
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déterminer avec précision, mais des premières phases de son action, qui sont nécessairement des processus intracellulaires, nous ne savons rien. Ces processus intracellulaires donnent naissance à des chaînes plus ou moins longues de réactions chimiques qui s’épanouissent enfin en la réalisation des caractères visibles. C’est seulement sur cette action « médiate » du gène hors de la cellule que nous possédons un certain nombre de données expérimentales, lesquelles nous permettent, par une sorte d’extrapolation, d'imaginer l'action « immédiate » du gène : interaction entre les constituants des chromosomes et leur milieu nucléaire et cytoplasmique. Comme le dit Dogznansky (100) : « Les travaux de biophysique et de biochimie des années « récentes ont révélé une complexité jusqu'ici insoupçonnée d'organisation « cellulaire au niveau ultra-microscopique des agrégats moléculaires. Pour un « généticien, il apparaît comme certain que le gène doit être à la fois une « parte et un agent déterminant de cette « morphologie moléculaire », mais « les problèmes que ceci implique n'ont pas encore élé abordés jusqu'à « présent » (1).
Nous allons donc envisager tout d’abord ce que nous savons de la chaine de réactions induites par le gène, pour aborder ensuite ce que nous pouvons imaginer de ses premiers chaïnons, c’est-à-dire la théorie généralement acceptée des processus d’auto-synthèse du gène et de son activité intracellulaire ou mieux intranucléaire.
Données expérimentales. — Si l’on considère l'importance fondamentale du problème du mode d’action des gènes, on est frappé par le petit nombre d'éléments expérimentaux que nous possédons pour les résoudre. Nous avons évidemment des renseignements nombreux et précis sur la biochimie de la réalisation de certains caractères héréditaires (pigmentation par exemple), mais leur interprétation sur le plan de la génétique est souvent très difficile. On concevra immédiatement cette difficulté, si l’on se souvient que le gène fonctionne dans un organisme complexe de tissus et d'organes, et — suivant la cellule où il se trouve — dans un milieu et des conditions différentes (Guzicx) (113). Les effets visibles, les réactions chimiques terminales qui s'offrent à notre observation, sont le résultat, non seulement de l’action d’un gène, mais encore de l’interférence avec cette action : 1) des autres gènes et de leurs produits, 2) du cytoplasme, 3) des produits des tissus voisins ou éloignés et en particulier des hormones (dont la production est elle-même commandée par les gènes). D'autre part, un gène agissant dans toutes les cellules de l'organisme peut produire des effets complexes et différents suivant l’endroit où il se manifeste, bien que l’action initiale soit simple et univoque.
Ainsi, pour emprunter un exemple à Guricx : quand un généticien détermine un gène responsable de la couleur des yeux par la formation d’un enzyme oxydant, le même gène produira le même enzyme dans différentes
(:) «Biophysical and biochemical work of recent years has revealed an hitherto unsuspected complexity of cellular organization on the ultramicroscopic level of molecular aggregates. To a geneticist it seems certain that genes must at the same time be a part of and determining agents ofthis « molecular morphology », but the problems here involved have not been touched as yet ». Dos-
ZHANSKY T. (100).
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parties du corps et cet effet oxydant pourra avoir des résultats visibles tout à fait différents. Ainsi, bien que le processus soit le même, l’expérimentateur apercevra, pour un même gène, un effet multiple. On appelle un tel gène « polyurgique » ou gèue polymère. Ainsi Casre (61-62) a établi par exemple que, chez la Souris, le gène qui provoque la couleur brune des poils augmente en même temps le poids et la longueur du corps, ainsi que la longueur de la queue. L’expérimentateur, déconcerté de ne trouver aucun lien rationnel entre deux effets d’un même gène, pensera tout d’abord qu’il s’agit en réalité d'un agrégat de plusieurs gènes. Il pourra aussi supposer que les deux processus divergents dépendent à l’origine d’une même réalisation biochimique, ou bien encore qu’un même gène, dans deux conditions différentes, peut catalyser deux réactions différentes. Cette dernière éventualité a beaucoup plus de chances de se produire chez des êtres supérieurs, avec leurs différents équilibres tissulaires, leurs interrelations hormonales et toute l’infinie complexité de leurs mécanismes biochimiques, alors que dans les tissus à peine différenciés d’un Ascomycète comme /Veurospora les effets chimiques des gènes seront infiniment plus faciles à interpréter; c’est pourquoi la plupart des données les plus significatives que nous possédions dans ce domaine ont été obtenues chez des êtres primitifs : Ascomycètes, Levures, Bactéries. Mais il est probable qu'à mesure que la science progressera, on pourra apercevoir chez les êtres supérieurs la très simple réaction biochimique sous-jacente aux effets apparemment incohérents de gènes à action complexe.
Ncus allons maintenant citer quelques exemples de travaux illustrant le mode d’action chimique des gènes.
Gènes et vitamines. — Beapze et Tarum (15) et d’autres auteurs, travaillant sur Veurospora, sont parvenus, par l’ionisation, les rayons ultra-violets, certaines substances chimiques (gaz moutarde) à provoquer des mutations, qui aboutissent à des souches incapables de synthétiser certaines vitamines spécifiques, en particulier du groupe B. Ces nouveaux types ne diffèrent du type sauvage (qui est capable de synthétiser ces vitamines), que par un seul gène. C’est évidemment le gène qui commande la synthèse de ces vitamines.
LiNDEGREN et LiINDEGREN (146), chez les Levures, ont effectué des croisements entre des souches de Saccharomyces différant par l’aptitude à synthétiser certaines vitamines. Ils ont montré qu’un seul gène est responsable de l’aptitude ou de l’inaptitude à synthétiser l'acide pantothénique.
Gènes et acides aminés. — Bonxer (30-31), chez Neurospora et Penicillium, a obtenu des mutants ayant besoin d’un apport extérieur d’arginine; d'autres sont incapables de synthétiser de l’isoleucine et de la valine.
Autres synthèses. — Certaines souches de Veurospora, Penicillium et Ophiostoma ont besoin de purines (166). Des mutants d'Ophiostoma et de Neurospora ne peuvent fabriquer de pyrimidine, etc... (BeaADLe (13)).
Citons aussi le cas très rare de la mise en évidence de la présence ou de l’absence de certaines hormones chez des individus d’un certain génotype étudiés par Beapre et Epurusst (14), Tarum et Brapze (236). Ces auteurs ont montré que deux hormones hydro-solubles v + et cn + doivent être présentes pour le développement d’une teinte particulière de rouge que l’on trouve dans l'œil d’une Drosophile de type sauvage.
Il est évident, d’après ces quelques exemples, que le gène agit en indui-
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sant ou en bloquant certaines réactions biochimiques, et cette action doit se faire par l'intermédiaire de catalyseurs organiques : enzymes ou hormones. Rizey (200) cite le cas d’une plante chez laquelle on a démontré la production directe par un certain gène d'un enzyme défini capable de dédoubler un glucoside cyanogénétique.
Enfin, signalons pour terminer un exemple emprunté aux animaux supérieurs : OxsLow (184) a montré que, chez les lapins colorés, on trouve des enzymes du type peroxydase (qui réagissent avec la tyrosine pour donner de la mélanine). Chez les albinos cet enzyme est absent.
C) Schéma hypothétique actuel de l'action du gène. — Les quelques exemples que nous venons de citer nous permettent maintenant d'aborder la question du comportement du gène, tel que le conçoivent actuellement de nombreux chercheurs (WriGur (268-269), Beapue (12), Riney (200), HALDANE (114-115), Muzcer (118), Guzick (113), Gorpscumipr (110), etc.).
On admet généralement que les gènes, dans leur duplication, agissent comme des modèles ou mieux des « patrons » (master molecules), dont une copie exacte est faite (DezBruck (91), HaALDANE (115), Muzer (181), Wriçur (268-269). Comment se ferait cette copie? On peut imaginer avec DeLr- BRUCK que la molécule génique « modèle » a tous ses constituants importants orientés sur une surface aclive. La nouvelle molécule se constituerait à partir de constituants simples (acides aminés) présents dans le protoplasme, Ces éléments viendraient se disposer à la surface du modèle en s’orientant exactement comme les éléments correspondants de la molécule originale. La formation de la couche-fille doit donc être comparable cinétiquement à la construction des couches successives à la surface d’un cristal.
Pour GuLick (113), l'apport d'énergie nécessaire à cette construction pourrait être fourni par des composés à acides phosphoriques. En effet, une liaison phosphorique organique est assez riche en énergie pour qu'une synthèse remplaçant par exemple l’acide par un composé carboné puisse se faire sans apport extérieur d'énergie. L’acide phosphorique déplacé pourrait s’attacher à l'acide nucléique pour former des polyphosphates. Ce processus paraît très acceptable car les chromosomes contiennent tout ce qu'il faut pour de telles réactions.
A côté de cette fonction d'auto-duplication, le gène élabore un matériel non génique, et biologiquement actif. On admet qu'il s'agirait d’un enzyme protéique caractéristique du gène envisagé. Il est vraisemblable que cette deuxième fonction s'effectue suivant un processus tout à fait identique à celui de l’auto-duplication. La molécule-gène serait le modèle de la moléculeenzyme protéique spécifique, qui s'élaborerait par le même processus de copie auto-catalytique. Elle se combinerait ensuite à un groupement prosthétique qui provient généralement de l'alimentation (vitamine par exemple) et commencerait à produire une série de réactions chimiques, de plus en plus complexes, dont l'aboutissement serait la réalisation d’un caractère héréditaire. Evidemment, comme le fait remarquer Guzicx (113) . « Les produits primaires donnés par le gène nous sont inconnus. Pour la plupart, les multiples enzymes que nous trouvons présents dans les tissus et organes ne sont certainement pas ceux qui sont produits par les gènes. La liste des enzymes
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trouvés jusqu'à présent dans le noyau n’est pas impressionnante et, si l’on excepte la phosphatase nucléaire, ils sont en médiocre concentration. Il est probable que les produits des gènes sont des enzymes formatifs, sans doute du genre de ces enzymes mal connus de la science, nécessaires à la synthèse de protéines et représentant les premiers maillons de la chaîne qui conduit plus tard à la synthèse dans le cytoplasme de nos enzymes cytoplasmiques plus familiers »... ({).
D) Les gènes et l’évolution. — On ne peut s'empêcher de rapprocher les gènes, molécules auto-reproductibles, des virus et d'imaginer que les premières structures vivantes étaient peut-être, à l’origine, semblables aux virus actuels, avec cette différence qu’elles étaient libres (Muzzer, OpaRIN (185), Beapze (12)). On est tenté d'imaginer que des systèmes de telles unités, chacune ayant la propriété de diriger la synthèse d’un enzyme ou d’une autre protéine, aient pu évoluer pour donner des formes d’une complexité croissante, comme les virus les plus complexes, les Rickettsia. Cependant, comme l'a fait remarquer Boivin (21), il serait probablement plus exact de ne pas considérer les virus et les Rickettsia comme les « ancêtres », au sens pylogénétique du terme, de tous les êtres vivants, mais bien plutôt comme représentant des formes dérivées secondairement par dégradation parasitaire. Oparin (185) suggère que les véritables types ancestraux auraient été capables de se multiplier librement dans un milieu qui n’est plus réalisé aujourd’hui et qui aurait contenu des molécules organiques préformées de différentes sortes.
On peut essayer d'imaginer comment ces formes simples ont évolué vers des formes complexes et hautement spécialisées. Depuis les beaux travaux de Muzer (1927) (179-180) sur la production de mutations par les radiations, de GaGer et BLakesLee (1927) (107), de nombreux auteurs ont réussi à provoquer des mutations par le radium, les rayons X, par des variations de température, etc. (Srancer (227), WuiTinG (262-263), PLouan (191), etc...). Etil est permis de penser que les mutations pourraient représenter un facteur dynamique d'évolution. Cependant la plupart des mutations provoquées aboutissent le plus souvent à une destruction, une perte de fonction et il est difficile d'imaginer d’après ces données une série de mutations aboutissant à un enrichissement de l’être vivant. Pourtant BEapre (12) décrit un mécanisme possible pour l'acquisition de facultés de réaction totalement nouvelles : il arrive quelquefois qu’un ou plusieurs gènes soient doublés, c’est-à-dire qu’un petit segment de chromosome se retrouve deux fois dans chaque lot. Les gènes en double exemplaire représentent un luxe, qui devrait disparaître en vertu
(1) « The gene’s primary products are unknown to us. For the most part, the multitudinous enzymes we find abundantly present in tissues and organs are doubtless not the ones that were produced by genes. The list of enzymes found thus far in the nucleus is not impressive, and except for the nuclear phosphatase they are in rather scant concentration. Seemingly what the genes produce are formative enzymes, doubtless largely of the sort involved in the synthesis of protein molecules, not much known to science, representing early links in the chains of causation that lead up to the later synthesis in the cytoplasm of our more familiar cytoplasmic enzymes ». Guucr, 1944 (113).
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du processus d'évolution qui élimine tout ce qui est inutile à l'organisme, mais un tel gène supplémentaire peut muter dans un sens qui aboutirait à un nouvel enzyme, lequel pourrait être favorable à l'organisme et serait retenu. Ainsi, d’après Branr, les organismes primitifs auraient pu édifier graduellement un système de synthèses de plus en plus complet, qui leur a permis de mener une vie libre dans le milieu. que nous connaissons actuellement, dépourvu de molécules organiques préformées.
A l'inverse de ce processus d’enrichissement intervient un processus de spécialisation qui aboutit aux formes parasitaires d’une part (KniGur (128), Lworr (151), Scnorrer (211), avec, à la limite, les virus qui, trouvant dans la cellule hôte toutes les synthèses réalisées pour eux, n’ont gardé que la faculté d’auto-synthèse, et, d'autre part, aux animaux supérieurs hautement spécialisés, qui trouvent dans leur nourriture nombre de molécules qu’ils ne sauraient synthétiser.
On ne peut terminer cette très brève revue des données actuelles sur le gène sans évoquer la passionnante question des gènes cytoplasmiques, qui a suscité, ces dernières années, un très vif intérêt chez les généticiens.
ÉLARGISSEMENT DE LA NOTION DE GÈNE
LES PLASMAGÈNES
La notion de gène cytoplasmique n’est pas nouvelle. Depuis l’ancienne théorie des « pangènes » de De Vies, ces facteurs ont été désignés de diverses façons suivant les auteurs : plasmagènes, cytogènes, génoïdes, facteurs cytoplasmiques, plastogènes, etc. On connaît depuis longtemps les particules cytoplasmiques autonomes, plastes et chondriome qui se reproduisent par division d'éléments préexistants et ne peuvent apparaître de novo dans la cellule. En 1902, Correns (71) démontra le rôle effectif des plastes dans l’hérédité chez Mirabilis Jalapa. Chez cette plante, certaines branches peuvent être dépourvues de chlorophylle, c’est-à-dire qu’elles ne possèdent pas les plastes normaux producteurs de chlorophylle. Les graines provenant de ces branches à feuilles blanches ne produisent que des plantes blanches, alors que les graines provenant de branches vertes (contenant dans le cytoplasme de leurs cellules des chloroplastes normaux) ne donnent que des plantes vertes. Il est bien évident que toutes ces graines ont exactement le même génotype puisqu'elles proviennent de la même plante. Cette transmission se fait donc par les plastes et indépendamment des gènes nucléaires. |
RENNER (198) chez Oenothera, Werrstein (261) chez Fumartia, ont rapporté des exemples très convaincants d’hérédité par les plastes. |
RxoaDEs (199) a consacré uue revue complète à cette question. Il est établi que les lignées de chloroplastes conservent leurs propriétés à travers des individus de structure génotypique différente, un plaste provient toujours d'un plaste préexistant et on a constaté chez ces éléments des disparitions ressemblant fort à des mutations et qui ne sont pas réversibles par l’action des gènes nucléaires. Il semble donc bien s’agir là d’un système héréditaire indépendant. z
Parmi les travaux récents qui ont apporté de nouveaux arguments en faveu
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de cette hérédité cytoplasmique, les plus connus (1) sont ceux de SONNEBORN (220-221-222-223-224) chez Paramecium aurelia etceux de L'Héririer (144- 145) sur la Drosophile. |
SonneBonn a montré l’existence, chez Paramecium aurelia, de deux sortes d'individus : « killers » et « sensitives ». Le killer produit dans le milieu une substance qui tue les individus dits « sensitive ». Cette faculté est en rapport avec un composant cytoplasmique que SonxeBorx appelle le facteur « kappa ». Ce facteur se reproduit semblable à lui-même, mais sa division est conditionnée par la présence dans le noyau d’un certain gène +*. Ce gène + ne peut d’ailleurs provoquer l'apparition du facteur kappa dans le cytoplasme, chez des individus qui en sont dépourvus; son rôle semble se borner à permettre la reproduction du facteur kappa lorsqu'il existe déjà.
SonneBonn lui-même a remarqué que les particularités du facteur kappa pourraient s’interpréter également, si l’on admettait que ce facteur est un virus infectant certaines Paramécies etse transmettant dans leur descendance par le cytoplasme.
Enfin, L'Hérinier et ses collaborateurs ont étudié la transmission héréditaire de la sensibilité au dioxyde de carbone chez la Drosophile. Ce caractère est transmis par un certain facteur cytoplasmique et indépendamment des chromosomes. Ces auteurs ont appelé ce facteur « génoïde » sans présumer de sa nature exacte. Ici encore, rien ne s'oppose à ce que l’on conçoive ce génoïde comme un virus, qui se transmettrait par l'œuf à la descendance.
D'ailleurs, comme le dit Darziw@rTon (75), il n’existe pas de différence fondamentale entre les plasmagènes, protéines auto-reproductibles situées dans le cytoplasme d’une cellule et un virus, qui répond à la même définition, mais qui est acquis par la cellule au lieu d’en faire partie constitutionnellement. DarLiNGron pense d’ailleurs qu’un plasmagène peut muter et devenir un virus.
« Ainsi, dit cet auteur, les frontières qui existent entre les études d’héré- « dité, de développement et d'infection ne sont que techniques et arbitraires « et de nouvelles possibilités d'analyses et d'expériences apparaîtront quand « nous aurons appris le mot de passe qui nous permettra de nous y diri- « ger » (?).
De toute manière, la notion de plasmagène ne diminue en rien le vaste
(!) Plus récemment, Erarussi (104) et ses collaborateurs, ont présenté un autre exemple très probable d’hérédité cytoplasmique. Ces auteurs provoquent chez des levures la formation de « petites colonies » par l'action de l’acriflavine. Les levures acriflavinées donnant ces colonies sont incapables d'utiliser le glucose en anaérobiose (ce qui dénote des modifications de leur système des cytochromes : on a vérifié, en effet, qu’elles sont dépourvues de cytochrome-oxydase, d’indophénoloxydase, de succinodéhydrase). L'étude génétique de la descendance des croisements entre levures normales et mutantes acriflavinées, ainsi que de nombreuses autres observations (taux de mutation spontanée ou induite « monstrueusement » élevé, mutation identique aussi facile chez les levures diploïdes que chez les levures haploïdes, etc...) conduisent à postuler l’existence d’un facteur cytoplasmique autoreproductible, responsable de la synthèse normale des enzymes respiratoires, facteur qui serait perdu par les mutants « petite colonie ».
() « The frontiers that exist between the studies of heredity, development an infection are thus technical and arbitrary and new possibilities of analysis and experiment will arise when we have learned the password to take us across them ». DARLINGTON, 1944 (75).
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domaine incontesté des gènes nucléaires ; les exemples d’hérédité cytoplasmique connus sont encore rares et limités à des cas particuliers. Le cytoplasme est évidemment le milieu dans lequel les gènes agissent, il possède une certaine autonomie par rapport à ces gènes et il est incontestable qu’il a une grande importance dans les processus de différenciation cellulaire. Le cytoplasme peut avoir également un rôle dans l’hérédité, mais ce rôle est très limité si on le compare à celui du noyau. »
Il est d’ailleurs possible d'intégrer les plasmagènes à la théorie générale des gènes, comme l'ont fait WaiGur (269), Burner (42), SrrEGeLmaN (225), Borvix et Venprezx R. (27). D'après ce que nous savons de la différenciation cellulaire et de la multiplication des enzymes adaptatifs, on peut concevoir qu'une particule cytoplasmique autoreproductible, initiée par un gène, puisse être modifiée sous l'influence du milieu au cours de l’ontogénèse, sans perdre pour cela son pouvoir de multiplication. Une succession ordonnée de telles modifications pourrait bien être à la base du processus de différenciation.
IT. — Essai de synthèse des données actuelles de la question.
Tout au long de ce chapitre nous nous sommes efforcés de réunir toutes les données actuelles — données expérimentales et données théoriques — qui permettraient d'éclairer un peu la grande question de la nature chimique du gène et de son mode d'action. Le moment est venu, maintenant, d’essayer de concilier tous ces éléments et de les assembler en une construction aussi logique et cohérente que possible.
DÉFINITION D'UN GÈNE COMPLEXE
Pour nous résumer, nous avons vu que l’acide désoxyribonucléique pourrait être considéré comme le constituant du gène : constance remarquable de l'ADN dans les noyaux somatiques, réduction de moitié dans les gamètes, mutation génique produite par des agents atteignant spécifiquement d’acide nucléique (ultra-violet, ionisation), enfin mutations dirigées par une molécule d’acide nucléique spécifique chez les bactéries. Tout cela parle en faveur d’une nature désoxyribonucléique du gène, ou tout au moins d’un rôle fondamental de l’acide désoxyribonucléique dans la constitution du matériel héréditaire.
D'un autre côté, on sait que le gène agit par l'intermédiaire d’enzymes spécifiques. La spécificité de la protéine- enzyme est induite par la spécificité du gène, ce qui fait qu’on ne peut concevoir facilement le gène que comme une molécule protéique bien particulière, servant de « patron » ou de modèle à une molécule fille semblable à elle et agissant comme enzyme. Cette conception est extrêmement satisfaisante pour l'esprit et on n’a aucune raison de la rejeter.
Enfin, soulignons, comme le faisait encore récemment PoLListER (197) que, du point de vue de son action, le gène se présente sous un double aspect :
1) Le gène conservateur : support et gardien des caractères héréditaires
bon
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et par là même, substance immuable, transmise sans changement à travers toutes les générations. C'est l'élément constant et statique de la cellule.
2) Le gène tourné vers le métabolisme et prenant une part active et constante aux premières phases des chaînes de réactions enzymatiques, aboutissant à la réalisation des caractères héréditaires : c’est l'aspect dynamique du gène.
D’après ce que nous nous sommes efforcé de démontrer au cours de ce travail, le premier aspect du gène (gène conservateur, gène statique) semble bien revenir à l’acide désoxyribonucléique, qui paraît être la seule substance demeurant constante (!) (?) dans le flux de matière se synthétisant et se détruisant sans cesse qui caractérise la vie. Et il paraît évident que la partie du gène tournée vers le métabolisme et synthétisant des enzymes spécifiques est représentée par une protéine. On pourrait donc concevoir un gène complexe formé de deux éléments, acide nucléique et protéine, devant nécessairement êlre associés. La protéine serait attachée à l'acide désoxyribonucléique comme l’anticorps à l’antigène ou, mieux encore, l’haptène à l’autre partie de l’antigène bactérien, et cette protéine ne pourrait fonctionner comme gène qu'à condition d’être liée à l’acide nucléique.
ACTIVITÉ DE CE GÈNE COMPLEXE
A) Rôle de l'acide désoxyribonucléique dans l'hétérosynthèse. — Nous avons vu que, d’après le phénomène des mutations dirigées, et les travaux de CHarGarr, Tayzor, Horcuxkiss et autres, on peut établir qu'il y aurait autant de sortes d’acides désoxyribonucléiques qu’il y aurait de gènes. Il ÿ a donc une spécificité de l'acide nucléique comme il en existe une de la protéine, mais à notre avis, cette spécificité s’exprimerait dans le fait que telle molécule d'ADN se fixerait sur telle molécule de protéine d’un certain iype et non sur une autre et lui permettrait alors de commencer une chaîne de réactions enzymatiques caractéristiques du gène considéré. Par quel mécanisme agirait cet ADN? Nous ne le savons pas, mais nous pouvons rappeler ici l'hypothèse de Guziæ : l'ADN pourrait jouer un rôle essentiel dans le processus destiné à fournir l'énergie nécessaire à la réaction de synthèse (rupture de liaisons phosphorées organiques riches en énergie, l’acide phosphorique de ces liaisons allant se fixer sur l’ADN pour former des polyphosphates). Ceci évidemment n’est qu'une des hypothèses que l’on peut imaginer à ce propos.
(:) Nous rappelons à ce propos qu'il n’en est pas de même de la protéine liée à l’acide désoxyribonucléique. Chez de nombreux Poissons (Saumon, Truite, Hareng, Brochet) l'ADN est combiné à une protamine dans le sperme, à une histone dans les noyaux des cellules somatiques.
(?) Nous voulons souligner ici que cette constance, qui est révélée par tous les dosages, ne correspond pas, dans notre esprit, à une immobilité métabolique absolue. Le gène « au travail » subit certainement des modifications impossibles à apprécier avec nos techniques actuelles, mais ces modifications ne doivent représenter que de petites oscillations autour de cet état d'équilibre très remarquable, qui caractérise la teneur en ADN des noyaux.
Ainsi dans les conditions normales, la molécule de protéine génique, liée à la molécule d'ADN, produirait des molécules enzymes protéiques semblables à elle-même, par un processus de copie autocatalytique. Ces molécules protéiques trouveraient dans le milieu un groupement prosthétique approprié et initieraient alors une chaîne de réactions chimiques caractéristiques (voir schéma 6 (1)), certaines de ces réactions passant par des relais cytoplasmiques importants : centres directeurs secondaires ou plasmagènes.
B) L’acide désoxyribonucléique et l’auto-synthèse du gène. — Mais au cours de la mitose, le processus doit être différent. Nous le concevons de la façon suivante (voir schéma 6 (2)) : au cours de la mitose, il y a également auto-reproduction de la protéine, mais on sait (Caspersson) que la duplication de l'ADN a précédé dans le temps celle des protéines du chromosome. Quand la molécule protéique fille est formée, il existe donc déjà une molécule d'ADN qui lui est destinée et qui se fixe sur elle pour réaliser ainsi le couple-fonctionnel complet, qui fonctionnera comme gène dans la nouvelle cellule. Ainsi, d’après cette conception, la différence entre les deux fonctions du gène, l’hétérosynthèse (production d’enzymes) et l’auto-synthèse (reproduction du gène) résiderait dans le fait que, dans ce deuxième cas, l’acide désoxyribonucléique se double, phénomène qui serait ainsi le primum movens de la division cellulaire.
Il est probable que c’est sous l'influence des centres enzymatiques cytoplasmiques que se synthétiserait à un moment donné la quantité de protéines nécessaire pour former le protoplasme d’une nouvelle cellule. Quand ce stade est atteint, les conditions intracellulaires sont telles que l'ADN double et déclanche ainsi le processus de la division cellulaire.
Cette conception du gène nous permet aussi de rendre compte des autres données expérimentales, dont nous avons parlé ci-dessus : les mutations produites par des facteurs agissant spécifiquement sur l’acide nucléique (radiations), les mutations dirigées chez les microorganismes.
C) Les mutations provoquées (voir schéma 6 (3)). — Si l’on fait agir des rayons ultra-violets dans la longueur d'onde de 2,600 À, qui est spécifiquement absorbée par les acides nucléiques, la molécule d'ADN peut être détruite (effet dépolymérisant, etc.),— d’autres agents peuvent avoir la même action : l’ionisation par exemple. La copule protéique C du gène n’est pas atteinte par les radiations ; mais, privée de son ADN, elle devient incapable” de synthétiser son enzyme correspondant, d’où disparition de la chaîne de réactions aboutissant au caractère C et par conséquent disparition de ce caractère.
D) Les mutations dirigées (voir schéma 6 (4)). — La molécule ADN, extraite d’une certaine souche bactérienne possédant le caractère D peut induire chez un autre type bactérien, dépourvu de ce caractère D, une mutation rendant possible chez ce deuxième type la réaction chimique D, qui était l'apanage du premier.
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Cette molécule ADN, apportée par l’expérimentateur irait s'attacher sur la protéine D présente dans la bactérie à induire, cette protéine D étant incapable seule d'activité métabolique (voir fig. 7). Le couple ADN;-protéine D ainsi constitué pourrait fonctionner comme gène et provoquer l'apparition du caractère D.
Conclusion. — Dans cet essai de synthèse et de schématisation que nous venons d’esquisser, nous avons voulu, non pas bâtir une théorie générale, mais simplement réunir, de façon satisfaisante pour l'esprit, les quelques matériaux que nous possédons dans le domaine de la chimie du gène. On nous pardonnera cette tentative qui ne correspond qu’au désir de rendre compte logiquement des données expérimentales actuelles, en émettant une hypothèse dont la valeur heuristique se révélera peut-être. Une nouvelle découverte viendra-t-elle étayer cet édifice provisoire ou le jeter à bas? Dans
Schéma du rôle possible de l'acide désoxyribonucléique dans l'hérédité.
1) L’ADN ef l’hétérosynthèse.
L’ADN, est fixé spécifiquement sur la protéine A Il ne pourrait être fixé, par exemple, sur la protéine B. II y a un ADN particulier pour chaque protéine.
L'ensemble ADN-protéine fonctionne comme gène. La protéine A produit une molécule A’ semblable à elle-même. Cette molécule représente un enzyme qui s’unit à un groupement prosthétique (‘) et induit une chaîne de réactions chimiques, qui aboutit à la réalisation du caractère héréditaire À correspondant au gène A.
2) L’ADN et l’autosynthèse.
Dès le début des phénomènes mitotiques l'ADN est doublé en quantité. L’ADN, donne l’ADN;; semblable à lui-même. Quand la protéine A se reproduit, la molécule A, formée est fixée par l’ADN4, déjà présent. Le gène fils A: est ainsi produit.
3) Mutation par radiations.
Les rayons ultra-violets, l’ionisation dépolymérisent l'ADN. La protéine C privée de son ADNc ne peut plus fonctionner comme gène, elle ne peut donc plus produire l’enzyme spécifique C', d’où suppression de la chaîne de réactions aboutissant au caractère C et disparition du caractère C. Ceci expliquerait qu’il peut y avoir mutation sans que la protéine génique soit altérée.
4) Mutation dirigée.
L'expérimentateur a extrait l'ADN de bactéries possédant le caractère D (cet ADN contient la molécule spécifique ADNh). Ce produit est mis en contact avec une culture de bactéries ne possédant pas le caractère D. On suppose que ces dernières bactéries possèdent la protéine D. La molécule d'ADN», apportée par l'expérimentateur, se fixe spécifiquement sur cette protéine et forme le gène D chez la bactérie, qui devient désormais capable de réaliser le caractère D.
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les deux cas, elle sera la bienvenue, car elle apportera plus de lumière dans ce domaine nouveau de la biologie qu’est la biochimie de l’hérédité.
Bactérie inductrice Bactérie à induire
ADN, | protéine b protéines.
ADN, re Fexation de | ADN). PAP
isolé sur la protéine D C7
de la Bactérie inductrice
Réalisation de la mutation dirigée
Fig. 7. — Schéma hypothétique du mécanisme de la mutation dirigée chez les bactéries.
RÉSUMÉ
La structure et le rôle des acides nucléiques (acide ribonucléique et acide désoxyribonucléique) ont été l’objet de nombreux travaux depuis leur découverte par Mrescmer. Mais les biologistes se sont intéressés de préférence à l'acide ribonucléique dont les variations très spectaculaires au cours d’états physiologiques différents ont été soigneusement étudiées. Cependant, au cours de ces dernières années, les travaux sur les mutations dirigées chez les microorganismes ont attiré l’attention sur le rôle certainement important que doit jouer l’acide désoxyribonucléique dans l’hérédité. Nous exposons brièvement dans notre hrstorique les différentes étapes menant de la découverte des acides nucléiques à la connaissance de leur structure, de leur répartition dans la cellule vivante et de leur rôle physiologique tel qu’on le conçoit actuellement. Lorsque nous avons entrepris d’étudier la teneur individuelle des noyaux en acide désoxyribonucléique, la théorie selon laquelle chaque gène serait constitué par une macromolécule d’un acide désoxyribonucléique particulier avait été émise par Borvin et collaborateurs et il était naturel, en partant d’une telle théorie, d’envisager la quantité d'acide désoxyribonucléique contenue dans chaque noyau d’un individu comme l’expression pondérale du stock de gènes caractéristique de cet individu et comme une valeur quantitativement constante.
mr
Notre premier chapitre débute par l'étude des fechniques que nous avons employées. Nous exposons en détail notre {echnique d'isolement des noyaux et les différentes méthodes mises en œuvre pour le dosage de l'acide désoxyribonucléique de ces noyaux : extraction selon Sanneiner et extraction selon Semwinr et TaNNHAUSER, détermination des bases puriques par la méthode de précipitation cuivreuse mise au point par Venprezy R. et Sarci- RON, du désoxypentose par la méthode de Discne et du pentose par la méthode de Von Eurer. Ces différentes techniques ont donné des résultats concordants. Enfin, {a numéralion des noyaux dans les suspensions, effectuée grâce à une cellule à compter les globules sanguins, nous a permis par un simple calcul d'obtenir la teneur d'un seul noyau en acide désoxyribonucléique.
Nous avons étudié ainsi un certain nombre d'organes chez le Bœuf et le Veau. Certains de ces organes, comme le thymus, ne fournissent pratiquement qu'un seul type de noyaux, d’autres, comme le rein, représentent le mélange d'un grand nombre de types de noyaux différents. Cependant, les résultats furent tout à fait significatifs : /es noyaux (en repos mitotique) de tous les organes étudiés ont la même teneur individuelle en acide désoxyribonucléique et cette teneur est le double de celle des spermatosoïdes de la même espèce.
Nous exposons ensuite les résultats que nous avons obtenus en étudiant l'acide désoxyribonucléique des noyaux de différentes espèces animales chez les Mammifères, Poissons et Oiseaux. Nous avons, d’une part confirmé la constance de cette teneur dans différents organes d’une même espèce et sa valeur moitié moindre dans les spermatozoïdes. D'autre part, nous avons constaté que les valeurs d’acide désoxyribonucléique par noyau étaient très proches les unes des autres dans toutes les espèces de Mammifères étudiées, dont les valeurs caractéristiques se situent entre des limites assez étroites : de 5 à 6,4 X 107% y. Il en est de même chez les Oiseaux : de 1,7 à 2,2 X 107$ y. Chez les Poissons, alors que la plupart des espèces étudiées présentent des valeurs comprises entre 1,7 et 2,2 X 10—$% y, la Carpe et la Truite font exception et présentent des valeurs nettement supérieures ; nous avons attribué ce phénomène à une polyploïdie ou à une polyténie possible.
Nous passons enfin en revue les travaux des auteurs qui ont repris après nous l'étude de la teneur individuelle en acide désoxyribonucléique des noyaux et qui ont abouti finalement aux mêmes conclusions.
L'objection principale que l’on pouvait faire à notre travail était la suivante : les dosages porient sur de grandes quantités de noyaux isolés, les résultats exprimés par noyau grâce à une numération n’ont qu’une valeur de moyenne statistique. Il est évident que cette technique n’est plus valable si tous les noyaux n’ont pas la même teneur en acide désoxyribonucléique, si, par exemple, comme c’est le cas chez les Rongeurs, il se trouve dans les tissus un certain nombre de noyaux présentant deux fois ou quatre fois la teneur normale en acide désoxyribonucléique. Dans ce cas, le chiffre obtenu ne représente qu’une moyenne. Il était donc indiqué de reprendre ce travail à l’aide de techniques pouvant s'adresser à un seul noyau à la fois.
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Dans le second chapitre, nous rapportons les résultats que nous avons obtenus en employant la technique de cytochimie photométrique au Feulgen de: Porusrer et Moses et la technique de photométrie en ultra-violet de CasPErsson. Ces deux techniques permettent d'étudier l’acide désoxyribonueléique d’un seul noyau.
Nous donnons tout d’abord le principe de /a technique de Porzisrer et nous discutons la légitimité de l’emploi du Feulgen pour une étude quantitative de l’acide désoxyribonucléique. La technique de FeuLGEn est tout à fait spécifique de l'acide désoxyribonucléique et neut être utilisée — avec certaines réserves cependant — pour des travaux photométriques. Nous avons étudié parallèlement par cette technique et par la technique chimique les noyaux du foie et du rein de Rat, matériel sur lequel Pasrgezs et Lison, utilisant la cytochimie photométrique, avaient trouvé des résultats inconciliables avec les nôtres. Nous n’avons pas confirmé le travail de ces deux auteurs. Au contraire, nos résultats montrent un très bon accord entre la chimie et la cytochimie photométrique.
Nous envisageons enfin les possibilités de cette technique photométrique dans le visible. De nombreux auteurs l’ont déjà utilisée pour l étude de l’acide désoxyribonucléique des noyaux dans des domaines variés : embryologie, génétique, cancérologie, etc.
La technique de Caspersson a été appliquée à des noyaux isolés montés dans de la glycérine. Ce matériel s’est montré favorable et la technique en ultra-violet a, elle aussi, confirmé les données de la chimie.
Enfin, dans le troisième chapitre, nous essayons d’esquisser, en un bref exposé, la conception généralement admise actuellement de la nature chimique du gène et de son mode d’action. Etant donnée l’importance que confère à l’acide désoxyribonucléique sa constance, son comportement lors de la division cellulaire et de la formation des gamètes et son rôle dans les mutations dirigées, on ne peut que le considérer comme un constituant essentiel du gène. Nous avons donc essayé de montrer comment on peut imaginer son action aux côtés de la protéine génique dans le fonctionnement d’un gène nucléoprotéique. Le schéma que nous proposons permet de rendre compte de l'hétéro-synthèse, de l’auto-synthèse, des mutations provoquées et des mutations dirigées.
L’acide désoxyribonucléique représenterait l’élément statique du gène, orienté vers la conservation des caractères héréditaires ; la protéine en serait l'élément dynamique, tourné vers le métabolisme et la réalisation de ces caractères.
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