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Génétique cellulaire

M. Frangois JACOB, professeur

Le cours de cette année a été consacré a la régulation qui s’exerce sur
Iactivité des geénes chez les bactéries. On a rappelé tout d’abord le méca-
nisme de la synthése des protéines et ses deux étapes, transcription et traduc-
tion. Ce sont exclusivement les phénoménes de transcription qui ont été
discutés dans cette série de cours. A priori, la régulation peut s’exercer, soit
directement sur la DNA-RNA polymérase, soit indirectement, pour 'empécher
d’agir ou, au contraire, favoriser son action au long de certains segments
du DNA.

Le facteur ¢. Les propriétés générales de la polymérase ont d’abord été
décrites. Jusqu’a une époque récente, on savait que, comme in vivo, I’enzyme
était capable in vitro d’effectuer, dans certaines conditions, une transcription
asymétrique ne copiant ainsi qu'une seule chaine du DNA. On ne voyait
cependant rien qui puisse indiquer a I’enzyme les « ponctuations de transcrip-
tion », par quoi doivent débuter et finir les synthéses de messagers. Mais
récemment a été isolé un nouveau facteur désigné par la lettre ¢ et a qui
semble étre dévolu le role de signaler a la polymérase les points de départ
de transcription. Il a en effet été observé récemment, aux Universités Harvard
et Rutgers, que les propriétés de la polymérase pouvaient dépendre de la
maniére dont elle avait été préparée. Purifié sur une colonne de phospho-
cellulose, I'enzyme est encore capable de transcrire le DNA de thymus de
veau, mais non celui du phage T4. Par les autres méthodes de purification,
au contraire, 'enzyme présente toujours des propriétés identiques quelle que
soit la matrice utilisée. Cette différence semble indiquer que la phospho-
cellulose retire de I'enzyme quelque élément indispensable a la transcription
du DNA de T4. On constate, en effet, que I'enzyme peut étre réactivé par
I’addition d’une autre fraction provenant de la colonne. Le facteur de réacti-
vation ¢ est une protéine de poids moléculaire 95.000 environ. Sur gel
d’acrylamide, 'enzyme peut étre dissocié en une série de chaines protéiques.
Une molécule d’enzyme parait étre constituée de deux chaines o (poids
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moléculaire 40.000 chacune), deux chaines assez semblables B et 8’ (poids
moléculaire respectivement 155.000 et 165.000) et une chaine ¢. Cette der-
nieére forme avec ’enzyme 2 ¢ 3 @, incapable de transcrire le DNA de T4,
des complexes qui ne se dissocient pas dans la plupart des traitements.

On peut distinguer trois étapes dans le fonctionnement de la polymérase :
1) la fixation de I’enzyme sur le DNA, 2) la mise en route de la synthése,
3) I’élongation des chaines de RNA. En labsence de ¢, 'enzyme est inactif
sur le DNA de T4, mais transcrit les autres DNA. Il peut donc former des
liaisons phosphodiesters., Mais ceci ne dit rien sur 1’étape dans laquelle inter-
vient ¢. Le role de ce facteur a pu étre précisé grice a un antibiotique, la
rifampicine, qui bloque la transcription en se fixant sur I’enzyme. Selon toute
vraisemblance, l'antibiotique agit sur I’étape 2 et empéche la stabilisation
du complexe grace a quoi devient possible la mise en route de la synthése.
On peut alors montrer que ¢ n’agit pas sur I’étape 3, I’élongation, mais sur
Pétape 1, la fixation. On peut en outre montrer que ¢ ne reste pas attaché
a une molécule de DNA, mais qu’il peut quitter celle-ci pour venir se fixer
sur une autre. Tout ceci indique que ¢ sert a reconnaitre les débuts de
transcription marqués par une ponctuation sur le DNA et qu’il agit de
fagon catalytique.

Le réle de facteurs semblables a ¢ dans certains phénoménes de régulation
a pu étre démontré chez certains phages et dans la sporulation des Bacillus.
Dans le cas du phage, on sait que toutes les protéines déterminées par les
génes viraux ne sont pas synthétisées simultanément. On peut distinguer deux
séries au moins de génes dont I’expression est soit tardive, soit précoce. Lorsque
du DNA de phages tels que A ou T7 est offert comme matrice & la poly-
mérase, on constate qu’in vitro, seuls les messagers correspondant anx pro-
téines précoces sont produits, Grice a lutilisation de la rifampicine, on a
pu montrer récemment que, au cours de la phase précoce, les propriétés de
la DNA-RNA polymérase sont modifiées. De sorte que I'enzyme isolé apres
infection est devenu capable de produire, in vitro, les messagers tardifs. On
ne connait pas encore dans le détail la nature des transformations qui tou-
chent la polymérase. L’'une des hypothéses les plus plausibles est que, parmi
ces protéines précoces, est synthétisé un facteur de type ¢ semblable a celui
qui existe chez les bactéries. C'est ce facteur nouveau qui « reconnaitrait »
alors les ponctuations spécifiques du phage et permettrait a la polymérase
d’agir sur certaines régions du DNA du phage, inaccessibles a I’enzyme
normal. Le méme genre de phénoméne intervient pour la différenciation qui
entraine la sporulation de certains Bacillus. Chez ces organismes, en effet,
on sait que durant la sporulation sont formées des protéines qui ne sont pas
synthétisées au cours de la croissance végétative. On a isolé récemment un
phage qui se multiplie chez les bactéries en voie de croissance, mais non
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chez celles qui s’apprétent a sporuler. L’analyse de ce phénoméne a révélé
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que la polymérase isolée pendant la croissance ou pendant la sporulation
posséde des propriétés différentes. La encore, il pourrait bien s’agir d’une
spécificité différentielle de 'enzyme due a la présence de deux facteurs ¢
distincts, 1'un opérant pendant la croissance, l'autre pendant la sporulation.
Il faut souligner I'importance de ces résultats pour I'analyse de la différen-
ciation chez les organismes supérieurs. La transcription et donc la traduction
de certains segments du génome pourraient parfaitement reposer sur la pré-
sence de facteurs spécifiques du type ¢. La synthése d’un facteur particulier,
mais non des autres, ouvrirait alors une certaine voie de différenciation, a
I’exclusion des autres.

Du coté génétique, on peut diviser la régulation en négative ou positive
selon que le dernier facteur de la chalne régulatrice, celui qui intervient sur
le DNA lui-méme, inhibe ou favorise la transcription d’un segment parti-
culier. Trois exemples ont été discutés :

Régulation négative. L’utilisation du lactose chez E. coli a été discutée.
Dans ce systéme, un géne régulateur (/) produit un répresseur cytoplasmique
qui agit sur un segment spécifique ou opérateur (o) gouvernant ’expression
de trois génes de structure (z, y, a). Les propriétés des mutations qui altérent
soit 7, soit o ont été décrites en détail. Le répresseur a été isolé, ses pro-
priétés étudiées ainsi que ses interactions avec I'opérateur d’un c6té, les induc-
teurs (-galactosides de l'autre. Récemment a pu étre isolé et purifié le
fragment de DNA correspondant a l'opéron lactose. Ce travail qui a été
réalisé par le groupe dirigé par Beckwith a I'Université Harvard, met & profit
les propriétés de deux phages transducteurs. Dans ces deux phages, I'opé-
ron lactose est orienté en directions opposées, comme par une inversion
génétique. Les deux chaines complémentaires du DNA lactose sont donc
toutes deux associées avec la méme chaine du DNA viral. En isolant des
deux phages la méme chaine «lourde » par exemple, et en les hybridant,
seule la région lactose se trouve appariée. On peut alors soumettre le DNA
non apparié du phage a I’action d’une nucléase qui digére le DNA a une seule
chaine. Seul le DNA a deux chaines, c’est-a-dire celui formé par la région
lactose, reste intact. Ce fragment de DNA doit permettre de préciser in vitro
les conditions de la régulation, et notamment les interactions entre répres-
seur et polymérase.

Régulation positive. L'utilisation de l'arabinose par E. coli a été décrite
par Englebert et son groupe a 1'Université de Californie. Cette utilisation
met en jeu trois enzymes dont la synthése est induite par I'arabinose. Ce
systtme est déterminé par un petit segment du chromosome d’E. coli situé
entre les segments Thr et Leu. Il comprend trois génes de structure (D, 4, B)
et un gene régulateur (C). Dans ce systéme, la régulation parait étre posi-
tive, comme le montrent les délétions qui atteignent le géne C. Aucun des
enzymes déterminés par D, A ou B n’est alors synthétisé. La synthése est
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normalement rétablie chez les diploides possédant un allele C*+ en position
trans. Le produit du géne C peut étre modifié par deux types de mutations :
C— qui abolissent la synthése des trois enzymes, C°¢ qui la rendent consti-
tutive. Les mutations ne semblent pas étre dans deux régions séparées du
géne C, mais sont entremélées le long du géne. En outre, elles présentent
des propriétés inattendues chez les diploides hétérozygotes pour C. Les
diploides C+/C— font les enzymes et sont inductibles par I’arabinose. Ceux
de structure C—/Cc font les enzymes constitutivement. Dans la structure
C+/Ce¢, la synthése est, non pas constitutive, mais inductible.

Ces résultats sont interprétés de la maniére suivante. En I’absence d’ara-
binose, le produit de C serait synthétisé et agirait comme répresseur de
lopéron DAB. En présence d’arabinose, ce répresseur serait converti en acti-
vateur sans lequel le messager de l'opéron DAB ne peut étre formé. Les
propriétés de certaines délétions qui viennent mordre sur l'extrémité B de
Popéron semblent renforcer ces conclusions.

Régulation complexe : le programme du phage i. Aprés infection d’une
bactérie, le DNA du phage peut, soit se multiplier a I'état végétatif, soit s’insé-
rer dans la continuité du chromosome bactérien en un site précis. Pendant
la multiplication végétative, les protéines précoces sont d’abord synthétisées.
Elles permettent la réplication du DNA viral. Alors seulement sont produites
les protéines tardives et notamment les éléments constituant la particule
infectieuse, Deux génes du phage, N et Q, interviennent dans la régulation
de ce programme.

N. Aprés infection par des phages portant une mutation N—, aucune pro-
duction de protéine, précoce ou tardive, ne peut étre mise en évidence. Le
DNA du phage n’est pas synthétisé. Tout ce qu’on peut déceler, c’est la
synthese de deux messagers, formés de part et d’autre du géne régulateur CI.
Il s’agit d’'une régulation positive, car, en infection mixte par deux phages,
N— et Nt, le DNA portant la mutation N— fonctionne normalement. Toute
une série d’arguments indiquent que le produit de N agit en permettant a la
polymérase de poursuivre les transcriptions amorcées de part et d’autre
de CI.

Q. Apres infection par un phage portant une mutation Q—, les protéines
précoces sont formées, le DNA du phage synthétisé, mais non les protéines
tardives. La encore, il s’agit d’une régulation positive, car, en infection mixte
avec deux phages O+ et Q—, le génome portant la mutation Q— fonctionne
normalement, Le produit de Q semble agir comme un facteur ¢ permettant
la transcription du segment du DNA gouvernant la production des protéines
tardives, ainsi que l'ont montré S. Naono et F. Gros. Le produit du geéne Q
semble étre formé avec les protéines précoces. L'expression du géne Q dépend
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de lexpression préalable du géne N. On peut donc se représenter le pro-
gramme de la reproduction végétative du phage comme le résultat de deux
mécanismes positifs agissant en cascade.

Chez les bactéries lysogénes est superposé un systéme de répression blo-
quant tout le programme de multiplication végétative. Le géne CI gouverne
la formation d’un répresseur qui agit de part et d’autre de CI, sur deux opé-
rateurs régissant chacun la synthése d’un messager précoce. Quand le répres--
seur est synthétisé, la synthése des deux messagers est inhibée. Quand le
répresseur est inactivé, la synthése des deux messagers s’effectue. L'un de
ces deux messagers correspond au géne N. Tout le programme du phage est
ainsi mis en route, Le répresseur du phage % a été purifié, ses propriétés
analysées, ainsi que ses interactions avec les deux opérateurs.

Contrairement a ce qu’on croyait jusqu’alors, la synthése de ce répresseur
n’est pas constitutive. D’aprés une série d’observations faites récemment a
I'Institut Pasteur, elle dépend de la synthése d’une autre protéine, une sorte
d’antirépresseur, déterminée par un géne (CRO) dont I'expression est elle-
méme inhibée par le répresseur. Les deux RNA messagers, celui de CI et
celui de CRO, commencent au méme point du DNA du phage, mais se font
en directions opposées, chacune sur l'une des chalnes du DNA. Tout se
passe comme si, par la structure méme de la région, les synthéses de ces
deux messagers étaient mutuellement exclusives. La synthese de l'un déter-
mine la production d’une protéine (ou CI ou CRO) qui stabilise le systeme
en I'état correspondant.

On peut donc se représenter de la mani€re suivante le systéme qui, dans
le prophage, permet ou non I’exécution du programme menant a la produc-
tion de virus. Par sa structure, le systtme peut exister sous deux états:
répression ou exécution du programme. Chacun des deux états peut étre
« verrouillé » par une protéine dont la synthése n’est effectuée que dans
Pétat correspondant. Un tel systtme permet donc de rendre irréversible un
choix entre deux solutions possibles. Il est inutile de souligner I'intérét que
présente ce mécanisme alternatif pour les phénoménes de différenciation.

SEMINAIRES

Le cours a été complété par une série de séminaires consacrés a certains
aspects de la régulation qui s’exerce sur la transcription des genes.

M. C. BABINET, attaché de recherche au C.N.R.S., a donné deux sémi-
naires sur la structure, les propriétés et I’analyse génétique de la DNA-RNA
polymérase.
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M. H. CoNDAMINE, chargé de recherche au C.N.R.S., a donné deux sémi-
naires sur les systémes de répression qui fonctionnent dans la biosynthése
de I'arginine et dans celle du tryptophane chez E. coli.

M. G. BUTTIN, sous-directeur de laboratoire au Collége de France, a donné
deux séminaires consacrés, I'un a lanalyse des RNA messagers pendant la
multiplication du phage lambda, lautre aux modifications qu’entraine la
présence d’un épisome sur la régulation d’'un opéron bactérien.

M. M. HorNUNG, attaché de recherche au C.N.R.S., a discuté dans un
séminaire les mécanismes de régulation qui interviennent dans l'utilisation du
maltose par E. coli.

M. F. CuziN, chargé de recherche au C.N.R.S., a analysé, au cours de
deux séminaires, quelques exemples de régulation dans des cellules d’orga-
nismes supérieurs.

ACTIVITES DU LABORATOIRE

Les recherches sur les mécanismes génétiques et la régulation des syn-
théses de macromolécules dans la cellule bactérienne se sont poursuivies dans
le laboratoire situé a I'Institut Pasteur.

Meécanismes gouvernant la synthése du DNA
et coordonnant la division cellulaire

L’analyse s’est concentrée sur un groupe de mutants thermosensibles d’E.
coli. Ces mutants se multiplient normalement & haute température. Lorsque
les cultures sont portées a 40°, la synthése de DNA se poursuit a taux
décroissant pendant une cinquantaine de minutes, puis s’arréte. Les syntheses
de RNA et de protéine au contraire se poursuivent pendant plusieurs heures,
ce qui entraine la formation de longs filaments. Les propriétés de ces mutants
ont été étudiées en détail. Tout indique qu’a haute température, les bactéries
sont capables de terminer un cycle de synthése de DNA déja commencé
mais non d’en amorcer un nouveau. Quand des bactéries maintenues a 40°
jusqu’a T'arrét de la synthése de DNA sont replacées a 30°, cette synthese
reprend, mais seulement si les bactéries sont en mesure de synthétiser des
protéines. En outre, par marquage différentiel avec des atomes lourds, on
peut montrer que la synthése du DNA redémarre toujours dans la méme
région du chromosome bactérien. Tout se passe comme si la mutation entrai-
nait, a haute température, la synthése défectueuse d’une protéine spécifique-
ment exigée pour mettre en route un cycle de reproduction du chromosome.
Les membranes de ces mutants ont été étudiées en détail. Aprés croissance
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des bactéries a diverses températures en présence d’'un acide aminé mar-
qué au tritium ou au carbone 14, les membranes ont été purifiées et désor-
ganisées par du dodecylsulfate de sodium. Les éléments protéiques de la
membrane ont été ensuite séparés par électrophorese, la radioactivité conte-
nue dans chaque composant mesurée. Chez les mutants cultivés a haute
température, on ne trouve pas l'un des composants présents chez le type
sauvage dans toutes les conditions ou chez le mutant cultivé & basse tempé-
rature. Chez ces mutants semble donc exister une corrélation entre la struc-
ture de la membrane et la capacité & mettre en route un cycle de synthese
de DNA.

Dans un autre groupe de mutants, a été observé un autre type de lésions.
A haute température, les bactéries présentent des lésions morphologiques
accentuées. D’une part, le DNA ne se présente pas sous forme d'une masse
compacte comme a Ihabitude. Il est au contraire diffus dans toute la cellule.
D’autre part, on note une accumulation de structures semblables a des
fragments de membrane. Chez ce mutant, la structure et les propriétés de
la membrane cellulaire paraissent modifiées. A haute température, la perméa-
bilité a de petites molécules comme les B-galactosides est fortement accrue.
De plus, I'électrophorése des constituants protéiques de la membrane révele,
chez les bactéries qui se sont multipliées & haute température, des différences
importantes dans la disposition de certaines bandes. Conformément a ce
que laissait prévoir ’hypothése formulée il y a quelques années, il semble
bien que la membrane bactérienne joue un réle important dans la synthese
du DNA et dans la coordination de cette synthése dans les processus de
la croissance et de la division cellulaire.

De nouvelles techniques de sélection ont été mises au point pour per-
mettre d’isoler des mutants chez lesquels sont détériorés soit les processus
de la division cellulaire, soit les propriétés de la membrane. Une série de
nouveaux mutants a ainsi été obtenue. Ces mutants sont en cours d’étude
génétique et biochimique.

L’année derniére a été mise en évidence une activité désoxyribonucléasique
d’'un type nouveau. Son intérét réside dans le fait que cet enzyme catalyse
une réaction importante de la recombinaison génétique. L’enzyme a été
purifié. Les principales caractéristiques in vitro sont les suivantes : I'enzyme
agit comme exonucléase sur le DNA en présence d’ions magnésium ; le RNA
n’est pas substrat ; le DNA natif n’est un substrat de la réaction qu’en pré-
sence d’adénosine-triphosphate ; le DNA dénaturé est un substrat aussi bien
en absence qu’en présence d’ATP mais PATP a un rdle activateur. L’étude
de cette réaction se poursuit dans le but notamment de préciser la nature
des produits de dégradation du DNA, le sens de cette dégradation, le réle
de l’adénosine-triphosphate dans la réaction.
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Analyse du programme de régulation chez le bactériophage

Chez le phage lambda, le répresseur produit par le gene CI bloque I'expres-
sion de deux opérons situés de part et d’autre de CI. Ces deux opérons régis-
sent les fonctions précoces du phage. Clest par leur fonctionnement que
.débute la mise a exécution du programme conduisant a la production de
particules virales. L'un de ces opérons, situé a gauche de CI, contient le
régne N ; lautre, situé a droite, contient le segment XCIIOP. Le régne CI
n’est pas exprimé quand fonctionne 'opéron XCIIOP. Tout se passe comme
si les deux transcriptions ne pouvaient s’effectuer simultanément. Les deux
opérons, qui paraissent se chevaucher sur leur origine, sont transcrits en direc-
tions opposées, donc sur les chaines opposées du DNA. Le fait que la
transcription de ces opérons soit mutuellement exclusive avait été mise sur
le compte d’une structure particuliere du DNA dans la zone du chevauche-
ment. L’analyse de certains mutants est venue récemment compliquer encore
cette situation. Ces mutants sont localisés dans I'opéron XCIIOP, dans la
région spécifique d’immunité, a I'extrémité droite du segment X. Leurs pro-
priété révelent l'existence d’un géne CRO, qui a pour fonction de produire
une protéine venant bloquer I’expression du geéne CI. Mais, 'activité du pro-
duit CRO ne suffit pas a expliquer I'ensemble des propriétés trouvées aux
bactéries lysogeénes. Il faut conserver aussi I'hypothése d’une particularité de
structure dans la région ou commencent les transcriptions des deux opérons.
Pour Tinstant, la régulation qui permet, ou au contraire interdit, 'exécution
«du programme de synthése régi par le DNA du phage peut étre résumée de
la fagon suivante. Par suite de la structure du DNA, il y a exclusion mutuelle
de la transcription des deux opérons CI et XCIIOP. En outre, quand l'un
des deux opérons est transcrit, I’état ainsi réalisé est stabilisé par le fait que
cet opéron produit une protéine qui réprime I'expression de l'autre. Ce sys-
téme fournit donc un exemple frappant d’'un choix entre deux états stables
possibles.

Des techniques de sélection sont mises au point pour obtenir des mutants
du phage ou serait modifiée la région du « réplicateur », c’est-a-dire du
segment ou doit débuter la synthése du DNA. Certains mutants ont été
ainsi obtenus. Leurs propriétés sont en cours d’étude.

Régulation de la syntheése des protéines

Une situation nouvelle s’est présentée dans la régulation de la biosynthése
de la proline chez E. coli. D'une part, et contrairement a toutes les autres
chalnes de synthése connues, le produit final ne parait réprimer la synthése
d’aucun des trois enzymes en cause. D’autre part, certaines mutations ont
été isolées qui entrainent la disparition simultanée des trois activités enzy-
matiques, quelle que soit la position des génes correspondants sur le chromo-
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some. Tout se passe comme si les activités ne se manifestaient que si les
chaines protéiques sont associées en un complexe. Ce modele prédit des
phénoménes de complémentation d’un type particulier dont plusieurs ont
déja été observés.

Dans I’analyse du systeme maltose chez E. coli, I'analyse fonctionnelle est
devenue possible grace a I'isolement d’épisomes, F ou phage 80, portant soit
la région MalA, soit la région MalB. Les expériences de complémentation
dans la région MalA ont permis de préciser le rdle du géne T, qui semble
intervenir dans la régulation du systéme. Le géne T est extérieur a 'opéron
contenant les génes de structure P et Q. Son produit est une protéine qui
semble étre produite en quantité juste suffisante pour permettre I’expression
de I'opéron PQ a taux maximum. En présence de maltose, ou de maltotriose,
le produit du géne T permet le fonctionnement de I'opéron a condition que
celui-ci soit intact & D'extrémité voisine de T. Quant a la région MalB, elle
ne contient quun seul cistron impliqué dans la synthése des récepteurs du
phage 2, mais peut-étre deux intervenant dans le métabolisme du maltose.
De nouveaux mutants ont été isolés qui rendent constitutifs en cis la région
MalB adjacente.

L’analyse génétique et biochimique de la DNA-RNA polymérase a été
concentrée sur deux mutants. L’étude de ceux-ci et de leurs réversions a
permis de caractériser trois mutations différentes. Deux, thermosensibles,
situées l'une prés du géne Prod, I'autre prés du gene glyA ; la dernicre n’est
pas encore localisée. Une autre mutation, caractérisée par la résistance a
Pantibiotique rifampicine avait déja été isolée précédemment. L’enzyme extrait
de ce mutant présente des propriétés particulieres in vitro. L'étude des rela-
tions fonctionnelles entre divers sites du chromosome est en cours.

Etude d’'un organisme multicellulaire

Toute une série de mutants de nématode a été isolée. En bref, la technique
utilisée consiste a traiter une population de nématodes adultes par un agent
mutagéne, 1’éthyl-méthane-sulfonate et a isoler une par une des femelles
prétes a éjecter leurs ceufs. Ces femelles se reproduisent par autohermaphro-
disme. La mutation induite étant généralement récessive, se manifeste a la
deuxiéme génération. On isole alors tous les animaux dont la morphologie
externe ou le comportement paraissent anormaux. Les femelles sont croisées
avec des maéles porteurs d’une autre mutation, et on isole en F2 les double
mutants. Les croisements avec le type sauvage permettent de préciser si les
deux caractéres sont liés ou non. De toute fagon, on a isolé une cinquan-
taine de mutants, la moitié environ des mutations étant liées au chromo-
some X, l'autre moitié étant répartie sur les autosomes (10 autosomes +XX
chez la femelle et XO chez le méle). Tous ces caractéres ségrégent de fagon
mendélienne,
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La plupart des anomalies provoquées par ces mutations apparaissent tard
dans le développement (aprés la quatriéme ou cinquiéme et derniére mue).
Chez de rares mutants, Panomalie liée a la mutation apparait de facon trés
précoce, des les premiers stades du développement. Les principaux types de
mutants que nous avons obtenus sont les suivants :

— nains. Clest le caractére le plus fréquent. Jusqu’ici 5 cistrons, dont
3 liés au sexe, déterminent ce caractére.

— paralysés. Certains se déplacent difficilement. D’autres sont compléte-
ment immobilisés et donnent naissance a des paquets d’ceufs et de nouveaux-
nés, formant ainsi des « colonies » issues d’un seul individu. Ces organismes
pourraient s’avérer précieux dans la recherche de mutants thermosensibles
car la méthode des « répliques » couramment utilisée avec les bactéries pour-
rait leur étre appliquée.

— rotatifs. Ces animaux ont un mouvement de reptation anormal et se
déplacent en tournant sur eux-mémes. Certains sont dextrogyres, d’autres
lévogyres, d’autres encore mixtes.

— tremblants. On en trouve deux types: tremblements intentionnels et
tremblements en position de repos.

— mutants de mue. Chez le type sauvage, la cinquieme mue conduit a
I’état adulte. Chez certains mutants, la derniére peau de mue reste accrochée
a la cuticule néoformée, formant ainsi une longue traine.

— mutants de cuticule. Ils ont de grosses inclusions transparentes, enfer-
mées sous la cuticule. Au moindre choc exercé sur la cuticule, ces poches
se vident de leur contenu.

— de la téte. Ils ont la téte plus effilée que le sauvage, ou tordue. Les
petits naissent monstrueux. Des observations au microscope électronique
montrent chez ces mutants une atrophie des cellules nerveuses et musculaires
au niveau de la région 1ésée.

L’analyse génétique de ces petits nématodes apparait donc chargée de
promesses. Malheureusement, il n’en est pas de méme pour I'étude physio-
logique et embryologique. La forme de ces animaux ne se maintient en
effet que grace a la présence de liquide sous pression dans le corps: I'intro-
duction d’une aiguille les fait littéralement exploser. Ils semblent peu perméa-
bles a I’addition de substances diverses dans le milieu de culture. Enfin, les
ceufs sont enfermés dans une triple couche imperméable a I’acide sulfurique
ou a la soude 10M et qui ne se laisse digérer par aucun des mélanges d’enzy-
mes essayés. Pour ces raisons, I'étude des nématodes a été abandonnée.
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Cellules et virus de mammiféres

L’étude de cellules en culture a été entreprise. Elle s’est limitée pour
Iinstant a une souche de neuroblastome isolée d’une lignée de souris. Ces
cellules sont capables de se multiplier relativement rapidement dans certains
milieux. Elles ont alors la forme de petites sphéres. Dans certaines conditions,
ces mémes cellules s’attachent sur le fond des boites, cessent de se multiplier,
en émettant de longues fibrilles et prennent alors ’aspect de neurones. L’étude
comparative de ces deux types morphologiques a été entreprise, ainsi que
celle des mécanismes entrainant cette différenciation.

L’étude du virus du polyome a également été entreprise. Elle est actuelle-
ment centrée sur l’analyse d’une endonucléase spécifique, mise en évidence
chez un mutant thermosensible du virus. Contrairement aux endonucléases
cellulaires, I’enzyme viral n’est pas inhibé par la présence d’un excés de
RNA. Son activité semble au contraire accrue par le RNA, La purification
de ’enzyme est en cours.
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