Le froid qui accélere

Des réactions chimiques en
phase gazeuse s’accélerent
quand la température baisse!

es marmottes hibernent lorsqu'’il fait

froid. Les especes chimiques aussi.

C’est du moins ce que laisse pen-

ser la loi d’Arrhénius, selon laquelle
la vitesse des réactions chimiques décroit
avec latempérature. Cette loi, vérifiée pour
la majorité des réactions, est mise en défaut
pour certaines réactions en phase gazeuse
entre des especes neutres a trés basses
températures, comme viennent de le mon-
trer expérimentalement Bertrand Rowe,
André Canosa et leurs collegues du Labo-
ratoire d’astrochimie expérimentale de
I'Université de Rennes, en collaboration
avec le groupe dirigé par lan Smith, de
I'Université de Birmingham. Cette décou-
verte bouleverse la chimie des milieux inter-
stellaires, car les températures qui réegnent
dans certaines régions de I'espace sont
trés basses. Elle a aussi valu a ses inven-
teurs le Prix Descartes, qui récompense
chaque année des découvertes issues
d’une collaboration européenne.

Avec le froid, les molécules ralentissent
et les vitesses des réactions chimiques
diminuent. Pourtant, paradoxalement,
au-dessous de 20 kelvins, certaines réac-
tions s’accélerent. Ce résultat était prédit
par la théorie, mais la démonstration expé-
rimentale tardait. En effet, dans une enceinte
d’expérimentation refroidie a dix kelvins,
les gaz se condensent sur les parois réfri-
géreés, a 'exception d'un trés petit nombre
d’especes, notamment 'hydrogéne etI'hé-
lium. Collées contre les parois, les espéces
ne peuvent plus réagir. Une autre technique
permet de refroidir le gaz : il suffit de le
détendre a tres grande vitesse. Onle com-
prime d’abord dans un réservoir, puis on
le laisse s’échapper par un minuscule ori-
fice vers une chambre maintenue sous vide.
Le gaz s’écoule a une vitesse supérieure
a la vitesse du son et se refroidit & moins
de 20 kelvins par une brusque détente. Les

© POUR LA SCIENCE - N° 280 FEVRIER 2001

especes gazeuses sont libres de réagir.
Toutefois, cet écoulement gazeux présente
des gradients thermiques trop élevés
pour que I'on puisse y mesurer des vitesses
de réaction.

B. Rowe a créé des écoulements
supersoniques uniformes en température,
grace a une technique inspirée des essais
de maquettes aéronautiques en souffle-
rie. Il a placé sur l'orifice un embout, qui
fait converger, puis diverger le gaz. En
adaptant la forme de la tuyere a chaque
gaz, il obtient des écoulements superso-
niques uniformes en température sur
une longueur de dix centimétres a un metre.
Pour créer les radicaux que 'on souhaite
étudier, un laser a impulsions, dirigé sur
'axe de I'écoulement du gaz, casse les
molécules précurseurs de ces espéeces.
Un second laser les excite a intervalles
de temps réguliers et des photométres
mesurent la fluorescence, c’est-a-dire
I'émission de photons quand le radical se
désexcite. Le nombre de photons ren-
seigne directement sur le nombre de
radicaux présents. S'ils se réagissent pas,
alors le nombre de photons ne varie pas.
Sinon, le nombre de photons diminue. Il
est proportionnel au nombre de radicaux
qui n’ont pas réagi et sert d'indicateur de
la cinétique de réaction.

D’aprés des dizaines d’expériences
menées avec différents radicaux, la vitesse
de réaction augmente souvent quand la
température décroit! Comment I'expliquer?
Les vitesses étant plus lentes, les especes
restent plus longtemps a proximité 'une
de l'autre, ce qui favoriserait la formation
de complexes intermédiaires et des molé-
cules finales.

Ce résultat bouleverse I'astrochimie
des milieux interstellaires. Ces milieux sont
hétérogenes. Les régions les plus chaudes
atteignent une température de prés d’un
million de degrés Celsius. Elles sont
presque désertes. En revanche, dans les
régions froides, la température ne dépasse
pas 10 kelvins. Ces régions contiennent
des nuages denses, qui sont les lieux de
naissance des étoiles. Les astronomes y
ont répertorié plus de 100 types de molé-
cules. L'hydrogene et I'hélium constituent
99,9 pour cent de la composition, mais des
molécules plus complexes, combinant
13 atomes, ont aussi été détectées. Jus-
gu’'a présent, les astronomes pensaient
que la chimie interstellaire reposait surtout
sur des réactions entre des molécules et
desions provenant de lionisation des molé-
cules par les rayons cosmiques. Les expé-
riences menées par les équipes de Rennes
et de Birmingham, montrent que de nom-
breuses réactions entre molécules neutres
se produisent. Les expériences se pour-
suivent, 'enjeu restant de comprendre la
formation des molécules de plus en plus
complexes.

L’ADN en direct

Premiére observation
du repliement d’une molécule
d’ADN en temps réel.

hez tous les organismes vivants,

al'exception des virus et des bac-

téries, le matériel génétique est

localisé dans le noyau des cellules
sous forme de chromatine, une structure
complexe qui ressemble a un collier de
perles. L'organisation de la chromatine
change selon les besoins des cellules : au
moment de la division cellulaire, elle se
condense sous la forme de chromosomes.
ATinverse, lorsqu’un géne doit étre exprimé
ou réparé, la chromatine se déplie loca-
lement pour faciliter 'accés des pro-
téines chargées d’effectuer ces opérations.
Afin de percer les secrets de l'organisa-
tion de la chromatine, I'équipe de Jean-
Louis Viovy, en collaboration avec celle de
Genevieve Almouzni, toutes deux a I'lns-
titut Curie, ont élaboré un dispositif expé-
rimental qui permet de visualiser en temps
réel le repliement d’'une molécule d’ADN
sous forme de chromatine.

Déployée, la molécule d’ADN conte-
nue dans chaque chromosome humain
serait capable d’encercler plusieurs mil-
liers de fois le noyau d’une cellule ('ADN
d’un chromosome humain mesure un
métre de longueur). Chaque perle de
la structure en collier de la chromatine
est nommée nucléosome. Elle est consti-
tuée d’une région de ’ADN génomique,
enroulée autour d’'un coeur formé de huit
protéines, les histones. Dans notre sys-
teme, nous greffons de courts fragments
d’ADN (16 micrométres de longueur) par
une de leurs extrémités sur une lamelle
de microscope. La lamelle sert de base
a une petite cuve transparente ou I'on
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La molécule d’ADN, attachée ici par son extré-
mité droite, est entrainée par le flux de liquide
qui s’écoule de droite a gauche (1). On ajoute
alors au liquide des protéines concentrées.
L’extrémité libre de la molécule commence
a se replier (2) et, au bout de 60 secondes,
I’ADN est complétement replié en une pelote
compacte de chromatine (3).
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peut observer les fragments d’ADN au
microscope.

Ces fragments sont préalablement
marqués par une molécule fluorescente,
qui se fixe sur toute leur longueur.
Lorsque les molécules d’ADN évoluent
librement, elles sont brassées par un
mouvement d’agitation aléatoire (le mou-
vement brownien) et se replient en
une pelote lache autour de leur point
d’ancrage. Lorsqu’on crée un flux de
liquide dans la cuve, les molécules d’ADN
se déplient et sont étirées dans le sens
de I'’écoulement. Pour étudier le méca-
nisme d’assemblage de ’ADN en chro-
matine, nous avons ajouté dans la cuve
des extraits riches en protéines, qui
contiennent notamment les histones et
les facteurs d’assemblage nécessaires
al’organisation de ’ADN en chromatine.

En présence de ces extraits pro-
téiques, et malgré la force de cisaille-
ment, les molécules d’ADN commencent
rapidement a s’enrouler, par leur bout
libre, jusqu’a l'extrémité liée a la lamelle.
A I'aide d’'un microscope a force ato-
mique, qui permet d’explorer des sur-
faces al’échelle de 'atome, nous avons
étudié la structure de I’ADN en fin de
condensation : elle ressemble beaucoup
a la structure de la chromatine que I'on
extrait directement des cellules. Nous
avons ainsi modélisé la formation des
nucléosomes et mesuré les constantes
cinétiques des réactions chimiques asso-
ciées : d’aprés notre modéle, 'ADN ne
s’enroule autour des histones, qui consti-
tueront le ceeur du nucléosome, que
lorsque ces histones sont déja parfai-
tement assemblés.

L'organisation de I'ADN en chroma-
tine joue un réle important dans la régu-
lation de I'expression des genes. Il est
donc primordial pour les cellules que cette
structure soit conservée au cours des dif-
férents événements ou I'ADN est
concerné : la division cellulaire, la syn-
thése des protéines, ou la réparation de
I’ADN. Ainsi, la dynamique d’assemblage
et de désassemblage de la chromatine
est la clé du maintien de l'intégrité fonc-
tionnelle du génome. Notre méthode per-
mettra d’étudier les différentes molécules
qui participent a ces mécanismes. On
espére établir un catalogue des agents
nécessaires au maintien de l'intégrité du
génome ; étudier 'organisation de 'ADN
lorsque celui-ci subit des Iésions, par
exemple celles que 'on observe dans les
maladies génétiques ou dans les can-
cers ; enfin, préciser les mécanismes
de diverses maladies liées a l'instabilité
chromosomique, telle la maladie de Fan-
coni, rare, mais responsable de malfor-
mations multiples.

Benoit LADOUX, Physico-chimie et
séparation de I'ADN, Institut Curie-CNRS
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L’intérieur de la neige

La microstructure de la neige a
été photographiée aux rayons X.

a neige ressemble-t-elle plus a un

tas de billes ou a une éponge? Al'un

etalautre, répondentles physiciens

du Centre d’études de la neige de
Météo-France, a Grenoble, d’apres des
images de la microstructure de la neige
obtenues au synchrotron de Grenoble. La
neige fraiche est un enchevétrement des
cristaux de glace. Sa structure évolue en
fonction de latempérature et de 'humidité.
Les particules de glace grossissent, soit
par diffusion de la vapeur d’eau dans la
neige seche (quand la température est
négative), soit par échange de molécules
d’eau a I'état liquide ou a I'état de glace
dans la neige humide (quand la tempéra-
ture est proche de 0 °C). La forme, I'ar-
rangement des grains et leurs liaisons
déterminent les propriétés mécaniques des
couches de neige. Or une couche fragile,
oumal ancrée aux couches déja déposées,
constitue un maillon faible dans le manteau
neigeux. Elle risque de se détacher et de
déclencher une avalanche. L'étude de la
microstructure de la neige est déterminante
pour que I'on puisse expliquer les ava-
lanches et, peut-étre, les prévoir.

Pourquoi utilise-t-on un rayonnement
synchrotron pour étudier quelques centi-
meétres cube de neige? Jusqu'a présent,
les techniques utilisées ne fournissaient,
surla structure de la neige, que des valeurs
moyennes sur des volumes importants :
on perdait toute information sur la structure
fine. Au contraire, le synchrotron fournit des
images tres précises de la structure des
différents grains qui constituent une couche
neigeuse. Dans un synchrotron, des élec-
trons sont accélérés et déviés, et cette
déviation s’accompagne de 'émission d’'un
rayonnement X qui sert a 'observation des
échantillons. Ce rayonnement échauffe les
échantillons, mais la taille de la zone échauf-
fée ne dépasse pas un micrométre. Pour
éviter la fusion des zones proches de la
zone chaude, on maintientla neige a—50°C
pendant 'expérience.

Les rayons qui traversent la neige
sans étre absorbés sont détectés et a
partir des images du coeur de I'échan-
tillon enregistrées sous différentes inci-
dences, un logiciel reconstruit I'objet en
relief et fournit des images dont la réso-
lution est proche de dix micrometres. Pour
la premiere fois, on a observé la micro-
structure de différentes neiges (plus ou
moins séches ou humides) : on a carto-
graphié le «relief» interne d’un échan-
tillon de glace. On a constaté que le rayon

de courbure local de la structure interne
de la neige change (la courbure est posi-
tive pour une surface arrondie, comme
une bille, et négative pour une surface
en creux, tels les pores d’une éponge).
Plus la courbure est élevée, plus 'eau
s’évapore : les métamorphoses de la
neige dépendent de cette courbure locale.
Par exemple, dans le cas d’'une couche
de neige séche, a faible gradient ther-
mique (la température est homogene
dans la couche), la neige s’organise en
un enchevétrement de grains et de pores,
une configuration intermédiaire entre une
éponge (courbures négatives presque
partout) et un tas de billes (courbures
positives presque partout).

Les physiciens ont évalué la cour-
bure de la glace en tout point de I'échan-
tillon analysé, a partir des images obtenues
avec le synchrotron. Les valeurs des cour-
bures calculées varient d’'un point a lautre,
ce qui montre bien que les aspérités (billes)
jouxtent les creux (éponge) dans la neige.
L'analyse a été réalisée sur un échan-
tillon @ un moment précis. L'enjeu est de
prévoir'évolution d’'une telle couche dans
le temps. Maintenant qu’ils ont découvert
la structure intime de la neige, les physi-
ciens vont établir des modéles d’évolution
d’'une couche de neige en fonction des
parametres extérieurs (les variations de
température et d’humidité) ; ils vont modé-
liser la diffusion de vapeur au sein de la
neige, les transferts thermiques, les méta-
morphoses des différentes microstructures
neigeuses. lls esperent en déduire com-
ment une couche de neige se transforme
et, par conséquent, comment ses liens
avec les couches sous-jacentes changent.
Peut-étre saura-t-on alors prévoir le
moment ou une couche superficielle
instable se détachera de son support.

Centre Météo-France
Grenoble

Cet échantillon de ¢
neige observé aux rayons X révéle des cour-
bures locales positives en forme de billes
(en bleu) et des courbures locales négatives
(en rose) en creux. La répartition des cour-
bures locales influe sur le comportement
global d’'une couche de neige.
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Les foréts, pieges a
dioxyde de carhone?

Les arbres absorbent du dioxyde
de carbone, mais n’empécheront
pas le réchauffement global.

n 1997, a Kyoto, prés de 180 pays
se sont engagés a réduire leurs
émissions de dioxyde de carbone
et autres gaz a effet de serre. On a
admis qu’ils pourraient retirer le dioxyde
de carbone adsorbé par leurs foréts (plan-
tées apres 1990) de celui qu’ils émettent
en brdlant des combustibles fossiles. Cet
arrangement est-il justifié? C’est la ques-
tion qu’ont soulevée les négociations sur

e

la mise en ceuvre de I'accord de Kyoto,
visant a prévenir un réchauffement cli-
matique global de notre planéte.

Les foréts absorberaient 30 pour cent
du dioxyde de carbone émis par les
activités humaines, ce qui semble justi-
fier qu’elles interviennent dans le calcul
des émissions de chaque pays. Cepen-
dant, les modalités de ce calcul restent
a définir. Dans la plupart des modeles cli-
matiques, on suppose qu’un exces de
dioxyde de carbone dans I'atmosphére
accélérerait la croissance des arbres : le
gaz jouerait le réle d’engrais. Toutefois,
I'effet n’a pas été démontré. Si cette fer-
tilisation n’existe pas, les forét ne seront
des puits de carbone que pendant une
durée limitée. D’aprés la modélisation du
climat global de la planéte réalisée par
Peter Cox et ses collégues, du Centre

Hadley de prédiction du climat, en Grande-
Bretagne, dans 50 ans, les continents
seront des sources de carbone et non
des puits : la hausse de température pro-
voquera la prolifération des micro-orga-
nismes du sol. En digérant les feuilles des
arbres tombées a terre, ces derniers pro-
duiront plus de dioxyde de carbone que
les arbres n’en absorberont. Le modele
prévoitqu’en 2 100, 'atmospheére se sera
enrichie de six millions de tonnes de
dioxyde de carbone supplémentaires.
Aujourd’hui, l'idée de créditer chaque pays
pour ses foréts est remise en cause.
Les discussions reprendront au printemps,
mais le temps presse si nous voulons
atteindre, en 2012, les premiers objec-
tifs fixés par le protocole de Kyoto, c’est-
a-dire sept pour cent de réduction des
émissions par rapport a celles de 1990.

L
Téte chercheuse en ADN

Une méthode plus efficace
pour modifier le génome

es maladies génétiques résultent

de mutations, héréditaires ou

acquises, d’un ou de plusieurs

génes. Pour découvrir les méca-
nismes d’une maladie ou pour tester des
traitements potentiels, on utilise souvent
des animaux qui présentent une mala-
die proche de celle qui atteint 'lhomme.
Pour certaines pathologies, on ne dispose
pas de modéle animal et les biologistes
doivent en «créer» en modifiant leurs
génes. Grace a ces animaux génétique-
ment modifiés, on détermine les fonctions
cellulaires perturbées par diverses muta-
tions et 'on met au point des thérapies
«géniques» : on remplace le gene muté
par sa version normale. Dans ces expé-
riences, les généticiens sont confrontés
a une difficulté notable : les modifica-
tions génétiques doivent étre introduites
en des endroits précis du génome. Afin
de résoudre cette difficulté, nous propo-
sons d’utiliser une molécule qui devrait
augmenter l'efficacité de cette introduc-
tion : elle guide une copie modifiée du
géne vers le géne qui est naturellement
présent dans la cellule.

Les cellules disposent de mécanismes
qui garantissent leur intégrité, notamment
des mécanismes de contrdle et de répa-
ration des génes, et de mécanismes qui
assurent la diversité par brassage des
génes maternels et paternels au fil des
générations. La recombinaison géné-
tique homologue, qui échange des génes
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entre différentes régions d’'une méme molé-
cule d’ADN, ou entre deux molécules d’ADN,
est la base de ces mécanismes. On peut
utiliser cette propriété de recombinaison
homologue pour modifier le code géné-
tique des cellules : quand onintroduit dans
une cellule un court fragment d’ADN, la
machinerie moléculaire de la recombinai-
son échange ce fragment avec une région
du génome pratiquement identique. Ainsi,
le chromosome cible porte, aprés recom-
binaison, le fragment d’ADN étranger.
Hélas, la recombinaison homologue
est peu efficace dans les cellules de mam-
miféres : seule une cellule sur 100 000
integre correctement le fragment d’ADN.
Pour sélectionner cette cellule parmi ses
voisines, les biologistes utilisent
des procédés longs et col-
teux qui introduisent sou-
vent des modifications
supplémentaires dans
le génome cible. La
molécule, nommée
GoRec, dont nous
espérons qu’elle aug-
mentera l'efficacité de

trouve sa cible ; elle s’accroche au chro-
mosome et stabilise I'interaction entre le
fragment d’ADN a introduire et la région
avec laquelle il doit s’échanger. Cette sta-
bilisation augmente I'efficacité de la recom-
binaison. Une fois la réaction terminée,
la téte chercheuse se détache du frag-
ment d’ADN et est éliminée de la cellule.
Cette méthode ne laisse aucune «trace»
dans le génome cible hormis le frag-
ment d’ADN introduit ; elle fonctionne in
vitro. Nous la testons actuellement in vivo,
dans des cellules souches d’embryons
de souris, afin de déterminer I'efficacité
de divers types de tétes chercheuses.
Elodie BIET, Institut Curie/CNRS-UMR 2027

SEGMENT D’ADN
A REMPLACER

la recombinaison homo-
logue, permettra d’éviter
ces étapes de sélection. Elle
est composée d'un fragment
d’ADN qui porte la séquence a intro-
duire dans le génome et d’une «téte cher-
cheuse», qui sontreliés par un bras flexible.
Une molécule d’ADN est constituée
de deux chaines qui forment une double
hélice. Notre téte chercheuse se fixe a
I’ADN avec une trés forte affinité, dans
une région proche de celle a modifier en
formant, localement, une triple hélice.
Lorsque la molécule GoRec est intro-
duite dans une cellule, la téte chercheuse

TETE
CHERCHEUSE

La molécule GoRec portant le fragment a insé-
rer (en violet) est introduite dans une cellule
(1). La téte chercheuse (en vert) s’accroche
au chromosome cible (2). Cette stabilisation
augmente I'efficacité de la réaction de recom-
binaison (3), ¢’est-a-dire d’échange du fragment
initial et du fragment étranger que I’on intro-
duit. La téte chercheuse est éliminée, et la
cellule contient le géne (en violet) introduit (4).

(7]
(-1
I
=]
(X ]
(-1
=
()
-
(-1
a.






