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IHlustrer les mutations de |'adn et leur
réparation : I’expérience de hausser et
von oehmcke sur la banane

publié le 20.10.23 |par théo marchand

I’expérience historique de la banane de hausser et von oehmcke en 1933 est un
moyen trés visuel de mettre en évidence les mutations induites par les
rayonnements ultraviolets, leurs conséquences, et surtout Iles systemes de
réparation de ces mutations par les photolyases. cet article détaillera le protocole a
réaliser pour reproduire I’expérience, les utilisations potentielles en classe et les

A

notions théoriques relatives a ces mutations et a leurs réparations.

1. introduction historique

I’effet nocif des rayonnements ultraviolets (uv) a été étudié dés le début du xx° siecle
sur des micro-organismes. en 1933, hausser et von oehmcke découvrent |'effet de la
photoréactivation [1]. ils s’apercoivent qu’une banane exposée aux uv noircit

rapidement, sauf si elle est exposée a de la lumiére blanche immédiatement aprés. par
la suite, les mécanismes de la photoréactivation ont surtout été étudiés sur des virus
(bactériophages), des bactéries (e. coli) et des levures (saccharomyces spp.). en 1958,
la présence d’une enzyme photoréactivatrice est identifiée dans des extraits de e. coli
et de s. cerevisiae. a partir de cette méme année, les mécanismes de formation des
dimeéres de thymine par exposition aux uv commencent a étre étudiés. la photolyase est
isolée puis purifiée pour la premiére fois en 1971 a partir d’extraits de levures et en
1984 le géne phrl, codant une photolyase, est cloné et sa position dans le génome de s.
cerevisiae est déterminée. a I’heure actuelle, le mécanisme exact de Ia

2. protocole

2.1. matériel

e une banane, ni trop mire, ni trop verte

o papier aluminium

o boite a uv (la boite a uv utilisée était réglée sur une longueur d’onde de 254 nm)
o feutre

» gants et lunettes le temps de la manipulation de la boite a uv
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2.2. déroulé

« emballer les extrémités de la banane de papier aluminium.

A

« placer la banane dans la boite a uv éteinte et la refermer.

o allumer la boite a uv pendant 2 minutes puis I’éteindre avant d’en sortir la banane.
attention, les uv peuvent provoquer des brilures ; il ne faut donc exposer ni la peau
ni les yeux au rayonnement ultraviolet.

» exposer la banane au soleil et emballer immédiatement avec du papier aluminium la
zone « 0 » (figure 1), puis progressivement apres 10, 20, 30, 40 et 50 minutes les
zones indiquées sur la banane. utiliser un feutre pour noter les différentes durées
d’exposition.

Y

e garder a I’obscurité a température ambiante pendant environ une semaine.

2.3. conseils

la banane peut étre exposée au soleil derriére une fenétre. par temps nuageux, l'effet
est plus faible, mais toujours visible. les lampes de bureau classiques ne peuvent
remplacer le soleil, car elles n’émettent pas suffisamment dans le proche uv. en
revanche les rampes led d’aquarium fonctionnent et des lampes utilisées pour la
croissance des plantes devraient aussi permettre d’obtenir de bons résultats.

des éleves et des collegues ont proposé d’utiliser une banane par condition
expérimentale (par durée d’exposition au soleil) plutét qu’une méme banane avec un
gradient de durée d’exposition au soleil. ce protocole est effectivement plus simple a
mettre en place, mais on se retrouve alors a comparer la teinte de la peau de bananes
différentes avec des stades de maturité différents... les résultats peuvent alors étre

décevants, car le protocole est moins rigoureux.

3. les résultats

3.1. description

les extrémités de la banane, protégées des uv, ne montrent pas de signes de
brunissement, autres que ceux liés au mirissement. la partie centrale, exposée aux uv,
a bruni. cependant, I'intensité du brunissement est d’autant plus faible que la banane a
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été, suite a son exposition aux uv, placée longtemps a la lumiére du soleil.

figure 1 - banane dont la partie
centrale a été exposée aux uv,
puis exposée 0, 10, 20, 30, 40

et 50 min a la lumiére du soleil
résultat aprés une semaine.
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3.2. interprétation

les uv alterent le mirissement normal de la banane. les effets des uv peuvent étre
neutralisés par une exposition subséquente a la lumiere du soleil.

4. compléments scientifiques

les ultraviolets induisent la formation de dimeéres de pyrimidines, et en particulier de
dimeres de thymines, dans I’adn (figure 2). exposée aux uv puis mise immédiatement a
I’obscurité, la banane noircit du fait de la mort cellulaire. exposée aux uv puis a la
lumiére du soleil, la photolyase est activée. cette enzyme supprime les dimeres de
thymine et corrige donc les mutations : les cellules ne meurent pas et I’'épiderme reste

la lumiere du soleil émet également des rayonnements dans le spectre des uv, mais
I’énergie des uv est plus importante dans la boite a uv du laboratoire. au soleil, il y a
moins d’uv, et la lumiére proche-uv (350 - 450 nm) active la photolyase : la réparation
de I’adn prend le dessus sur la destruction.

4.1. les mutations dues aux uv
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dipyrimidines

(6-4) photoproduct

I’absorption des uv par I’adn peut induire la formation de diméres de nucléotides sur
I’adn. il existe deux catégories de dimeres : les diméres de pyrimidine cyclobutane (
cyclobutan pyrimidin dimer, cpd), et les photoproduits (6-4) (figure 2). dans le cas des
cpd, deux liaisons covalentes se forment entre les cycles pyrimidiques des deux
thymines. chez les photoproduits (6-4), une seule liaison covalente relie le carbone 6’ du
cycle d’une thymine avec le carbone 4’ du cycle de la thymine adjacente.

la formation de dimeéeres incluant une ou deux cytosines est possible, mais ces
pyrimidines (bases azotées a un cycle) sont environ dix fois moins réactives que les
thymines sur la double hélice d’adn. les produits en (6-4) sont moins courants (25 % des
photoproduits) que les produits cpd (75 %) et il se forme environ une dizaine de dimeéeres
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cpd par million de bases pour chaque irradiation a des uv de longueur d’onde 254 nm et
d’énergie 1 j/m? [4b]. ces mutations en dimeéeres de thymines provoquent une
déformation de I’adn au niveau de laquelle se fixent les photolyases.

4.2. les photolyases: systemes de réparation des
dimeres de thymines

figure 3 - photolyase fixée a un
fragment d’adn au niveau d’un dimere
de thymines

les deux thymines sont représentées en
rose. la protéine est en bleu et le
cofacteur fadh™ est en jaune. on
remarque que les deux thymines sont
tournées vers I’extérieur de I’hélice
d’adn, en direction de la photolyase et
plus précisément du cofacteur. cette
conformation est induite par la
photolyase [5]. cet exemple permet
également d’illustrer les notions de
cofacteur et de site actif. source :
structure 3cvu.
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les photolyases sont des enzymes de 55 a 65 kda qui contiennent une flavine adénine
dinucléotide réduite de deux électrons[1] (fadh™) comme cofacteur et qui réparent les
lésions de I’adn induites par les uv grace a I’énergie lumineuse proche-uv (350-450 nm)
[3bl[6al. les photolyases peuvent étre divisées en deux grands groupes fonctionnels :
celles qui réparent les dimeéeres cpd, et celles qui réparent les photoproduits de type (6-
4). les photolyases sont trés conservées dans le monde vivant : on en trouve chez les
virus, les bactéries (dont bacillus firmus), les archées (methanobacterium
thermoautotrophicum), les levures, les mammiféres non placentaires (monotremes et
marsupiaux).. avec des exceptions dans tous les clades (absentes chez bacillus subtilis,
la levure schizosaccharomyces pombe, I'archée methanococcus vannielii, homo sapiens
..) [7]. les photolyases de type (6-4) ne sont retrouvées que chez les eucaryotes et sont
probablement apparues a partir des photolyases de type cpd qui sont présentes dans
tous les domaines du vivant. les photolyases ont vraisemblablement joué un roéle
important dans le maintien de I'intégrité de I'adn avant la formation de la couche
d’ozone, quand les organismes étaient particulierement vulnérables aux uv. elles sont
considérées comme étant les premieres enzymes de réparation de I’adn et comme étant
apparues trés tot au cours de I’évolution. la mise en place de la couche d’ozone a
probablement permis la relaxation des contraintes sur les photolyases, ce qui pourrait
expliquer la perte de ces génes chez de nombreuses espéces de tous les domaines du
vivant [4c].
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figure 4 - zoom sur le dimere
de thymines

ici, la protéine a été cachée.
les deux thymines apparaissent
en rose. on voit que les deux
cycles sont reliés par une seule
liaison covalente. il s’agit donc
d’un dimére de type (6-4). le
cofacteur fadh™ est présent

juste a coté du dimere et

posséde une conformation en u
« typique des fadh™ de
photolyases [10]. source :
structure 3cvu.
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la réparation des dimeres par les photolyases implique I’absorption de lumiere bleue
(350 - 450 nm) captée par une photoantenne collectrice, dont I’énergie est transmise au
cofacteur fadh™.

figure 5 - mécanisme de
réparation d’un photoproduit
en (6-4) par une photolyase
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5. compléments pédagogiques

en classe, une seule banane peut étre exposée aux uv puis utilisée comme illustration ou
document d’accroche pour étudier les mutations liées aux uv et leur réparation. les
éleves peuvent aussi réaliser I’expérience en groupe, avec découverte et analyse des
résultats la semaine suivante. pour faciliter les manipulations, on peut aussi envisager
d’exposer chaque banane au soleil pendant une durée différente. mais il faut alors faire
attention a ce que les bananes soient a un stade de maturation identique pour que les
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résultats soient comparables.

I’amorce peut étre purement historique, ou présenter le réle des uv dans les cancers de
la peau, ou plus précisément les cas de xeroderma pigmentosum. on pourra alors
proposer d’étudier I’action des uv avec un substitut de la peau : des bananes.

les conséquences des uv pourront étre mises en lien avec I’effet protecteur de la couche
d’ozone et avec les contraintes de I'apparition de la vie avant sa formation.

la structure et le mécanisme d’action des photolyases peuvent étre étudiés en classe
grace a des fichiers de la proteindatabank. le fichier 3cvu est particulierement utile [8][

9] : il contient une photolyase de drosophila melanogaster fixée a un fragment d’adn au
niveau d’un dimeére de thymines. la structure a été résolue par diffraction aux rayons x.
le fichier peut étre ouvert avec rastop ou sur libmol.org.
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e alors que certaines enzymes du métabolisme énergétique sont associées a la fad qui

alterne entre une forme oxydée (fad) et une forme réduite par deux électrons et deux
protons (fadhz), les photolyases sont associées aux formes fadh— (deux électrons,
mais un seul proton) et fadh (un électron, un proton).
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