1. Origine et développements
des biotechnologies

Bref historique

On distingue trois étapes dans I'histoire des biotechnologies.

1. Du Néolithique au début du 20¢ siécle

- utilisation des bactéries, levures, moisissures (aliments, boissons,
textiles) ;
- standardisation des procédés de fermentation.
1650 : procédé d’Orléans pour la fabrication du vinaigre.
1664 : création d’'une biere alsacienne réputée.
1890 : Louis Pasteur et Robert Koch développent les premiers vaccins.

2. Des années 1920 aux années 1970

- industrie des antibiotiques, des vitamines, etc.
1927 : Alexander Flemming découvre la pénicilline.
1953 : '’ADN est le support des genes.

3. Depuis le début des années 1970

- progrés en génétique, biologie cellulaire, immunologie.

- « maitrise » du génome : clonage moléculaire.
1972 : Stanley Cohen et Georges Kohler : débuts du « génie génétique ».
2002 : annonce du décodage complet du génome humain.
Lidentification moléculaire de la structure d'un géne (procaryote ou
eucaryote) se fait en établissant la séquence nucléotidique de l'unité
de transcription, et en caractérisant les séquences régulatrices qui en
permettent 'expression. Ceci se fait en utilisant les techniques de biologie
moléculaire.
L'identification fonctionnelle d'un gene se fait par l'utilisation de la
génétique (in vivo), et/ou par I'étude de son expression in vitro dans des
cellules en culture.
Identifier un géne, c’est aussi connaitre ses produits d’expression : ARN
messager et/ou protéine. Savoir dans quel organe le géne est exprimé, ou
si son expression est induite par une hormone, etc. Ces questions peuvent
étre abordées par les biotechnologies.
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1-1. Définition du géne

C’est une notion qui provient de la génétique traditionnelle :
« Le géne est une unité fonctionnelle sur le génome ».

Ce terme a été donné par Johannsen en 1909 pour désigner 1'unité d’hé-
rédité qui détermine le développement d'un caractére particulier. Puis
Benzer (1957) l'a utilisé pour définir I'unité de fonction, pour laquelle
deux mutations alléliques différentes présentent une non-complémenta-
tion absolue.

Pour la biologie moléculaire : un géne est une unité de transcription
(dont toute la séquence est transcrite en ARN) ET les séquences régu-
latrices qui permettent cette transcription dans les cellules prévues, au
moment requis, et en quantité suffisante (Figure 1-1a).

La plupart de ces séquences « controle », régulatrices, sont proximales,
c’est-a-dire qu’elles sont situées entre 10 et 6 000 paires de bases en
amont de I'unité de transcription.

Mais de trés nombreux genes ont des séquences régulatrices addition-
nelles situées dans I'unité de transcription, ou en amont, ou en aval.
Certaines séquences régulatrices peuvent étre tres distales, distantes de
plusieurs milliers de paires de bases, d’autres peuvent étre communes a
plusieurs génes.

Figure 1-1a
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Dans le cas présenté, le géne B est arbitrairement placé plus prés du géne A que
du géne C sur le chromosome (1). Le géne B est constitué au minimum d’'une
région « contréle » en amont d'une région « information », qui est l'unité

3

(5) protéine N



1. Origine et développements des biotechnologies N

de transcription (2). Le transcrit primaire (3) subit une maturation soit dans la
voie de droite (fleche épaisse), dans laquelle le transcrit de I'exon 3 (ex3) est
conservé dans I’ARN messager (4), soit dans la voie de gauche, dans laquelle
I’ARN messager ne contient pas le transcrit de I'exon 3. Il existe deux variants
protéiques (5) produits d’expression de ce géne.

Rappels succins de biologie moléculaire (Figure 1-1b)

L’ADN est une molécule bicaténaire, dont les deux brins d’orienta-
tion antiparalléle sont liés par des liaisons hydrogene (1). Ce sont les
ADN-polymérases ADN-dépendantes qui assurent la réplication de 'TADN
génomique, initiée a partir d’amorces (représentées en traits épais),
et utilisant des dNTP comme substrats ; les brins néosynthétisés sont
figurés en pointillés (2).

Figure 1-1b
Rappels de notions fondamentales
(1) L'ADN est une hélice bicaténaire 21 l
dont les brins de polarité anti-parall¢le S

sont liés par des liaisons hydrogéne.

(2) Réplication de I'ADN :

- bidirectionnelle : se fait sur les 2 brins de I'ADN 3 5
- nécessite des amorces 5 (=== == -3,
- substrats : les 4 INTP 3 3
- enzyme : ADN-polymérase ADN-dépendante 5'.- === '>3'

La synthése progresse de 5' vers 3' sur le brin néosynthétisé.

(3) Transcription de I'ADN en ARN
- le brin matriciel est parcouru de 3' vers 5'. 5! 3
- nécessité d'un promoteur (pas besoin d'amorces). 3’ 5 E 5'
- substrats : les 4 NTP
- enzyme : ARN-polymérase ADN -dépendante

La synthése progresse de 5' vers 3' sur le brin d'ARN.

Pour la transcription, les ARN-polymérases ADN-dépendantes reconnais-
sent le promoteur situé en amont de I'unité de transcription, et parcourent
le brin matriciel de 'ADN génomique de 3’ en 5’ et le transcrivent en
ARN prémessager, en utilisant les NTP comme substrats ; la séquence
transcrite est figurée par une fléche en trait plein (3). La séquence trans-
crite (séquence « informative »), est comprise entre le premier nucléotide
transcrit (noté traditionnellement +1) et le dernier nucléotide transcrit
(environ 20 a 30 nucléotides en aval du signal de polyadénylation).

La séquence codante d'un gene est comprise entre les signaux d’initiation
et de terminaison de traduction, qui sont le(s) codon(s) d’initiation (AUG)
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et de terminaison (UAA, ou UAG ou UGA) de synthése protéique. C’est
la séquence du brin codant qui est donnée, dans le sens conventionnel
de 5" en 3. Dans de nombreux geénes, il existe des séquences transcrites
mais non traduites (exons ou parties d’exons) en amont et/ou en aval
des séquences codantes. Ces séquences peuvent étre reconnues par des
protéines particuliéres et contribuer a I'expression correcte du gene par
différents types de fonctions ; exemple : ancrer 'ARN dans une région
de la cellule (ex : 'ARN bicoid est localisé au pole apical de I'embryon de
drosophile grace a sa séquence 3’ non-traduite, sur laquelle se fixent des
protéines).

Remarque : dans de nombreuses banques de données informatiques, c’est
la séquence codante seule qui est donnée comme début +1 du géne, par
ignorance du nucléotide d’'initiation de transcription, et facilité de recon-
naissance informatique inter-espéces, du fait de la conservation du code
génétique

Rappel : on sait depuis les travaux de Marshall Nirenberg et de Gobind
Khorana (prix Nobel en 1968), que I'enchainement des bases sur un brin
d’ADN renferme a lui seul l'information qui spécifie la séquence des
acides aminés dans les chaines polypeptidiques et que le code génétique
fait correspondre au moins un codon de trois bases a un acide aminé
donné.

1-2. Les biotechnologies

1. Elles servent a élargir la connaissance générale du fonctionnement
des étres vivants. Nous aurons 'occasion de voir que ces techniques ont
permis de montrer que bien des mécanismes moléculaires sont conservés
dans des especes animales aussi différentes que la mouche du fruit
(Drosophila melanogaster) et 'homme (Homo sapiens). L'étude de modeles
simples (ver nématode, drosophile, poulet), permet d’aborder 1'é¢tude des
organismes plus complexes : 'observation et I'expérimentation sur des
organismes au développement embryonnaire extérieur au corps de la
meére (ceuf), ont permis d’identifier un certain nombre des acteurs molé-
culaires du développement embryonnaire chez ces organismes. Les génes
identifiés ont servi d’hamecons moléculaires pour identifier les génes
équivalents, puis d’autres, chez les organismes plus complexes.

2. Elles permettent d’établir une « carte d’identité moléculaire » des
espéces animales. Mais aussi a identifier des individus. Les applications
pratiques en sont : recherche de paternité, identification de victimes d’ac-
cidents, ou de coupables d’actes criminels.
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3. Elles servent a définir quelles sont les bases moléculaires de maladies
humaines, et d’envisager des stratégies thérapeutiques. Exemple : trai-
tement de certaines pathologies par 'utilisation de virus-recombinants,
qui peuvent apporter un gene fonctionnel de facon ciblée, pour pallier la
dysfonction du gene résident du patient.

4. Elles ont des applications économiques, commerciales, industrielles.
Les biotechnologies fournissent depuis quelques années des molécules
d’intérét pharmaceutique (insuline), ou permettent de créer des animaux-
modéles de maladies humaines, afin de trouver des thérapies adaptées.

Mentionnons des applications agricoles (obtention de plantes transgéni-
ques). Les principes et techniques d’identification moléculaires sont simi-
laires ou ceux qui sont appliqués pour les études des especes animales.
Dans ce fascicule, nous limiterons toutefois nos exemples aux applica-
tions de biologie animale.

Plus précisément orientées vers les disciplines médicales ou les appli-
cations cliniques ou thérapeutiques, les biotechnologies vont permettre
d’identifier les genes dont la dysfonction induit une pathologie.
A ceci, deux types d’approches sont couramment utilisées (Figure 1-2) :
Figure 1-2
Tableau clinique de la maladie

Phénotype des mutants

Clonage positionnel Clone-candidat
(géne d'une autre espéce )

Définir la Définir la
localisation chromosomique localisation chromosomique
hébergeant le géne humain du géne humain homologue

(analyse de fratries, ....)
&
Borner la région
Tester tous les genes
de la région %
Identifier des mutations
dans le géne-candidat
Etude de la fonction
Grande échelle Petite échelle

Chez 'nomme, c’est essentiellement le clonage positionnel qui a permis
I'identification des genes dont les mutations sont a l'origine de patholo-
gies. Mais I'approche de génes-candidats a été également fructueuse, en
particulier lorsque des animaux-modeéles « construits » pour des études
de recherche fondamentale ont développé des anomalies morphologiques
ou métaboliques qui miment des pathologies humaines.
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1-3. Limites des techniques traditionnelles

Pour identifier un gene, il faut isoler physiquement le segment d’ADN
correspondant, a I'état pur, en quantité pondérale suffisante pour pouvoir
établir sa séquence nucléotidique. Cette entreprise est délicate, et parfois
impossible directement, a partir de fragments du génome, en particulier
du fait de la taille importante des génomes eucaryotes, donc du trés grand
nombre de fragments génomiques.

Il est toutefois possible de contourner le probléme en isolant d’abord
les produits d’expression du géne (ARNm ou protéine), qui serviront
d'« hamecons » & partir desquels sera isol¢ le géne lui-méme. A condition
que ces produits existent en grande quantité dans un organe donné, ou
a un moment précis.

Les méthodes de biochimie classique, telles que les centrifugations, chro-
matographies, électrophoreses, précipitations sélectives etc., permet-
tent I'extraction et le tri des macromolécules biologiques (ADN, ARN,
protéines), en fonction de leur nature, de certaines de leurs propriétés,
ou de leur taille. Ces méthodes sont fines et fiables. Elles avaient permis
I'étude et la caractérisation des génes des procaryotes : en 1969, Jonathan
Beckwith et Jack Shapiro réussissent a isoler un géne d’Escherichia coli.

Mais lorsqu’elles sont utilisées a des fins préparatives, ces méthodes
présentent deux inconvénients majeurs :

1. Le rendement final de la fraction enrichie est faible : il est souvent
nécessaire d'utiliser différentes techniques en cascade, qui mettent en
jeu différentes propriétés physiques ou chimiques des molécules a frac-
tionner. Avec a chaque étape des pertes de matériel, et donc un rendement
final faible (Figure 1-3).

Par exemple : a partir d'un broyat de cellules, si 'on veut préparer de
I’ADN, on utilisera successivement une précipitation sélective (qui permet
d’éliminer la majorité des protéines et de garder les acides nucléiques),
puis un gradient de densité a I'équilibre, qui permet de séparer les ADN
des ARN par leur densité, et enfin une électrophorése, qui fractionne
les ADN en fonction de leur poids moléculaire en utilisant leur charge
¢électrique.

2. Ces techniques permettent d’enrichir une fraction en une population de
molécules de méme nature. Par exemple : on obtient 90 % de fragments
d’ADN de 3 000 paires de bases. Mais par ces techniques, il est impossible
d’obtenir une population pure a 100 % de molécules de méme nature. De
plus, elles nécessitent des équipements lourds, du personnel et du temps
d’expérimentation.
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Figure 1-3
Biochimie classique Biotechnologies
Masse importante unelmolécullt_e
de matériel biologique parmi des millions

gnnes,
trophoreses,
trifugations, C'F’“ager
pcipitations, selec_tl_on,_
romatographies... amplification
Trés mauvais rendement Matériel 100% pur
Tres peu de matériel purifié en quantité illimité

La puissance des biotechnologies explique leur formidable développe-
ment et leurs applications : en partant de trés peu de matériel biologique,
les outils et techniques développés permettent d’obtenir des produits purs
a 100 %, et en quantité illimitée.

1-4. Idée, arme et méthode des biotechnologies

Il était techniquement impossible, jusqu'en 1970, d’isoler et d’analyser
un gene d’eucaryote. Cette impossibilité tenait a la disproportion qui
existe entre la longueur d'un géne moyen, estimée a seulement quelques
milliers de paires de bases, et celle du génome, estimée pour 'homme a
3 milliards de paires de bases. Un gene unique devrait donc représenter
en moyenne un millioniéme (10-¢) de I'ensemble de 'ADN humain.

Les techniques biochimiques classiques ne pouvaient NI réaliser la
PURIFICATION d'un fragment particulier parmi un million d’autres, NI
permettre I'enrichissement d’'un fragment en QUANTITE PONDERALE
SUFFISANTE pour en faire 'analyse.

L'étude des bactéries a fourni les outils qui ouvrirent la voie aux biotech-
nologies. Ces outils sont les enzymes de restriction et les plasmides
bactériens.

Les bactéries ont été asservies et utilisées pour les biotechnologies.

Ce que la biochimie classique ne pouvait pas réaliser est maintenant
obtenu par l'utilisation des biotechnologies. En maitrisant le clonage
des fragments d’ADN, par l'utilisation des bactéries et des outils molé-
culaires qu’elles fournissent, il est possible d’obtenir de facon routiniere
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la quantité désirée de fragment d’ADN, « moléculairement » pure. « Les
bactéries arrivent a faire le travail que les biochimistes n’arrivaient pas
a réaliser ».

Les travaux de Werner Arber, Hamilton Smith et Daniel Nathans (Prix
Nobel de chimie en 1978) ont signé le début des biotechnologies.

+ L'idée a été trouvée par Arber : il étudie les bactéries, et découvre
les enzymes de restriction et les enzymes de modification. Il utilise
ce systéme pour transformer les bactéries.

* Larme a été fournie par Smith, qui montre que les enzymes de
restriction coupent spécifiquement '’ADN.

+ La méthode a été donnée par Nathans, qui démontre que '’ADN du
virus SV40 est scindé de facon reproductible par une enzyme de
restriction en 11 fragments définis.

Les bactéries ont la propriété de se multiplier rapidement (temps de
génération : 20 a 30 minutes), dans un milieu de culture simple et peu
onéreux. Pour ces raisons, les bactéries sont couramment utilisées comme
cellules-hdtes pour la propagation et I'amplification des fragments d’ADN
eucaryotes.

Les plasmides, petites molécules d’ADN bicaténaires, existent naturelle-
ment, sous forme d’épisomes, dans certaines souches bactériennes. C’est-
a-dire qu’ils ne sont pas attachés au chromosome bactérien. Ils contien-
nent des geénes qui conferent a la bactérie qui les héberge des propriétés
particulieres, comme la résistance a un/des antibiotique(s). Les plasmides
ont été les premiers ADN-vecteurs utilisés. Ils permettent de cloner un
ADN eucaryote dans une souche bactérienne.

Depuis longtemps, dans les hopitaux, il avait été observé que des souches
bactériennes pouvaient devenir résistantes a des antibiotiques. Lorsque I'exis-
tence des plasmides et la connaissance de leurs fonctions ont été établies, la
base moléculaire de ce phénomene a été comprise : un plasmide est transfé-
rable d'une bactérie a une autre lors de la conjugaison.

Les enzymes de restriction permettent de couper n'importe quel ADN
double brin de facon spécifique et reproductible.

Remarques : ces outils moléculaires n'ont pas donné lieu a une exploita-
tion immédiate. En effet, des craintes s’étaient fait jour quant aux risques
des manipulations génétiques. Il en résulta une mise en veilleuse initiale
de la nouvelle technologie (moratoire de Paul Berg, 1974), et un débat de
société qui devait durer plusieurs années : la conférence d’Asilomar, en
1975, en fut I'un des temps forts. Pendant une période qui dura de 1975
a 1980, une réglementation trés contraignante fut mise en vigueur, et
les nouvelles méthodes restérent 'apanage de quelques laboratoires treés
hautement spécialisés. Le clonage des genes eucaryotes ne pouvait se



