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INTRODUCTION

Nos recherches s'inscrivent dans le cadre général
des travaux qui ont ét¢ entrepris, depuis plusieurs annédes
& 1'Institut de Recherches sur le Cancer de Lille, sur la
physico~-chimie et le métabolisme des acides nucléiques et
qui se justifient par le r06le important que jouent ces
~derniers dans les phénoménes de la mitose. I1 n'est
d'ailleurs pas de laboratoire de Recherches sur le Cancer
qui ne s'intéresse & ces composés, car 1l'hypothése la plus
classiquement admise en Cancérologieest que le Cancer est
une "maladie" des acides nucléiques,

L'un des buts que poursuivent les biochimistes
cancérologues est de démontrer la présence éventuelle,
dans les cellules cancéreuses, d'acides nucléiques
"anormaux" d'origine endogéne (théorie mutationnaire) ou
exogene (théorie virale) ou de mettre en évidence des
facteurs d'activation de la synthése des acides nucléiques
guil pourraient &tre rendus responsables de la cancérisation.

Dans une premiére série de travaux, nous nous
sommes attachée & perfectionner vu & mettre au point des
méthodes fines d'exploration de la structure des acides
ribonucléiques, suffisamment précises pour saisir 4'éven-
tuelles modifications de leur composition dens les cellules
cancéreuses, Nos recherches nous ont conduite & la descrip-
tion d'un procédé de détermination de la composition molaire
en nucléotides des acides ribunucléiques. Son application
a4 différents tissus du Rat nous a amenée & établir une
relation physico-chimique entre les acides ribo et

désoxyribonucléiques.



Dans une seconde série de travaux, nous avons
étudié la biosyntheése des acides ribonucléiquesudes diffé-
rentes particules cytoplasmiques a l'aide de l'acide
radiophosphorigue, Ces recherches nous ont permis de démon-—
trer qu'il existait une relation métaboligue entre les

acides nucléiques du noyau et ceux du cyboplasne,

Enfin,l'interprétation des résultats de ces
deux groupes de recherches nous ont permis de conclure a
ltexistence d'un acide ribonucléique de type "messager"
dans les cellules du foie de Rat.

Notre mémoire comportera quatre chapitres.

Dans le premier, réservé & des généralités sur
les acides nucléiques, nous préciserons leurs principales
propriétés physico-chimiques, leur métabolisme et leur
rdéle., Dans le second, nous décrirons un procédé original
de détermination de la composition des acides ribonucléiques.,
Dans le troisieme, nous rassemblerons les résultats concer-
nant le métabolisme des acides ribonucléiques des fractions
cellulaires, Dans le dernier; nous apporterons des argu-
ments en faveur de 1l'existence d'un acide ribonucléique de
type "messager" dans les cellules de foie de Rat.



GENERALITES,

I - IMPORTANCE DES ACIDES NUCLEIQUES.

IT — PHYSICO-CHIMIE DES ACIDES NUCLEIQUES.

IIT ~ METABOLISIKE DES ACIDES NUCLEIQUES.

IV —~ BIOSYNTHESE DES PROTEINES ET BIOCHIMIE

DE L'HEREDITE ET DE LA MITOSE.



I — IMPORTANCE D&S ACIDES NUCLEIQUES.

Fn 1871, LIESCHER (1) isola des cellules de pus et des
spermatozoides de Saumon un composé phosphoré gqu'il appela
nucléine et dans lequel il mit en évidence deux constituants :
une protéine basique et un composé phosphoré acide, Depuils,
de tres nombreux chercheurs, cytologistes, biochimistes et
physiciens, se sont intéressés & cette substance dont la
connaissance des propriétés physico-chimiques et métaboli-
gues devait révolutionner la Biologie et donner naissance a
une science nouvelle : la Biochimie lMoléculaire.

En 1889, ALTIMANN (2) proposa d'appeler acide
nucléique le groupement prosthétique de cet hétéroproteide
gu'il avait réussi & isoler et & purifier. En 18351, XOSSEL
(3) mit en évidence l'existence de deux acides nucléiques
différents, suivant leur origine, par la nature de leurs
constituants 3 1l'un isolé de la Levure et appelé en raison

méme de son origine, acide gymonucléique, l'autre extrait

du thymus et appelé acide thymonucléigue. Longtemps, on crut

que le premier était spécifique du régne végétal et le
second du régne animal. C'est pourguoi, on les désigna par

les termes plus généraux d'acide phytonucléique et d'acide

zoonucléique (LEVINE) (4).

Enfin, & la suite de 1l'isvlement et de 1l'identifi-
cation par LEVENE, du ribose et du désoxyribose parmi les

produits de leur hydrolyse, on les appela acide ribonucléi-

que et acide dé¢soxyribonucléigue.

Les acides nucléiques sont des constituants cons-—
tants de la matidére vivante. Depuls les travaux de
HAMMARSTEN (5), de CASPERSSON (6) et de BRACHET (7), on sait
en effet que ces deux acides coexistent dans toute cellule,
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animale et végétale, Les nucléoprotéides ont en outre été
mis en évidence dans les virus et les bactéries.

Dans les tissus animaux et végétaux, l'acide
désoxyribonucléique (ou ADN) est localisé dans le noyau au
niveau des chromosomes, (%) tandis gue 1'acide ribonucléi-
que (ou ARN) se trouve, & la fois, dans le noyau, —en
particulier dans le nucléole-, et dans le cytoplasme (suc
cellulaire et granules cytoplasmiques : mitochondries et
micrusomes).

Les désoxyribonucléoprotéides sont des constituants
des genes et les supports chimiques de 1'hérédité, tandis
que les ARN interviennent dans la biosynthése des protéines
et dans la mitose.

Le r8le fondamental des acides ribonucléiques a
été préssonti par des résultats obtenus par 1l'application de
méthodes cytochimiques, cytophysiques et biochimiques.

Les analyses cytochimigues et cytophysigues ont

montré gue les ARN se trouvent en quantité élevée dans les
tissus ol la synthése protéique est active, comme, par
exemple, la glande séricigéne du ver & soie (DENUCE) (12)

ou les graines en germination (00TA) (13) et dans les micro-
organismes qui se multiplient rapidement (CASPERSSON) (14),
MAIMGREEN et HEDEN (15).

(%) Certains auteurs lontcaractérisé toutefois récemment
dans le cytoplasme : au niveau des chloroplastes chez
les végétaux (KIRK (8) ; BRAWERMAN (9) ), et dans les
mitochondries du foie de Rat (NASS & Coll. (10) ).

L'ATN a été trouvé aussi dans les nucldéoles chez les
mammiféres (LANDEL & Coll. (11) ).



Ces résultats ont été confirmés par les dosages
biochimiques (DAVIDSON (16), LESLIE (17) et BRACHET (18) ) :
les tissus glandulaires qui sécrétent de grosses quantités

de protéines sont beaucoup plus riches en ARN que les autres.
Par exemple, le pancréas, les glandes salivaires, le foie,
les muqueuses gastrique et intestinale contiennent plus
A'ARN gue le rein, le cerveau, le coeur et le poumon. De
méme, les tissus doués d'une activité mitotique intense
pusseédent un taux élevé A'ARN ¢ c'est le cas en particulier,
des tissus embryonnaires (ELSON, GUSTAFSON, CHARGAFF) (19),
des tissus néoplasiques et des tissus en régénération'
(NOVIKOFF & POTTER) (20).

I'autoradiographie a démontré gu'il y avait une

relation étroite entre la teneur en ARN et 1'incorporation des
acides aminés dans les protéines (FICQ (21) : BRACHET & FI7Q
(22) 3 NIKILAS & OEHLERT (23)).

L'augmentation induite du taux de synthcse protéi-

gque s'accompagne d'une élévation de la tenmur en ARN (PRICE)
(24) et de la vitesse d'incorporation des précurseurs marqués
dans les ARN (FPEIGELSON & Coll.) (25).

Enfin, les essais d'inhibition de la synthése pro-

téigue par la ribonucléase, effectuée, non seulement chez les
microcrganismes (GALE et FOLKES (26), LESTER (27), BELJANSKI
(28), CASTERMANN et JEINER (29), GROTH (30), THOMAS (31),

IE CLERC (32)) , SPIEGELMAN (33),mais aussi chez les végétaux
(BRACHET (34) et les cellules animales (BRACHET & Coll: (35),
IEDOUX & Coll. (36), et FISQ (37)) confirment le rSle de 1'ARN
dans la biosynthése des protéines.

I'ARN peut, en outre, Btre considéré comme un déter-
minant génétique aprés les nombreuses expériences effectuées
sur les virus végétaux par MARKHAM (38-39), JEENER (40-41),
COMMONER & MERCER (42), MATTHEWS (43), FRAENKEL-CONRAT (44)
et GIERER & SCHRAM (45). En effet, 1'infection d'une plante
par un virus s'accompagne de la synthese d'une protéine

anormale identique & la protéine du virus. Cette protéine
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est dépourvue de toute activité infectieuse et la présence
de 1'ARN dans le virus paralt bien &tre la condition essen-
tielle & sa multiplication, c'est-a-dire & la synthése de
ses propres protéines., Au contraire, 1'ARN viral seul est
infectieux et 1'intégrité de sa molécule est indispensable
4 la synthése protéique. En effet, les particules virales
"dénaturées" par 1l'incorporation d'azaguanine ou de thio-
uracile, bases analogues & celles de 1'ARN, perdent leur
pouvoir de se multiplier.

D'autre part, FRAENKEL-CONRAT (46) a réussi &
séparer 1'ARN de la protéine de deux virus d'espéces diffé-
rentes et & réassocier la protéine de l'un avec 1'ARN de
l'autre. I1 a démontré que la protéine qui se forme au cours
de la multiplication de ce virus hybride était celle de
1'espéece dont provient 1'ARN.

Le nombre de travaux concernant le rfle des
acides ribonucléiques est considérable et il était illusoire,
et méme impossible, de tenter de les résumer. C'est pourquoi
nous nous sgommes limitée & 1l'exposé des plus démonstratifs
de l'importance biochimique et biologique des acides ribonu-
cléiques et de leur intervention dans la biosynthése des
protéines et dans la mitose (voir revues générales de
BRACHET (47) ).

Te r8le des acides bibonucléiques a été précisé
ces dernieres annédes et sera développé dans le paragraphe IV
de ce chapitre.



I1 - PHYSICO-CHINIE DES ACIDES NUCLEIQUES.

A - TLES CONSTITUANTS,

1°) Les produits d'hydrulyse totale.

L'hydrolyse totale d'un acide nucléique conduit a
trois sortes de composants : de l'acide orthophosphorique. ,
un pentose et 4 bases azotées.

a) Les Bases.

Tes bascs appartiennent & deux séries de dérivés
hétérucycliques et se rattachent aux schémas de la pyrimi-
dine ou de la purine dans lesquels un ou plusieurs atomes
dthydrogéne sont substitués par des fonctions hydroxyles ou
amines (Fig. 1). Les bases pyrimidiques sont : la_cytosine
(2-hydroxy-6-amino-pyrimidine) ; l'uracile (2,6-dihydroxy-
pyrimidine) et la thymine (5-méthyl-uracile). Les bases
puriques sont : la guanine (2-amino-6-hydroxy-purine). et

1'adénine (6-amino-purine). La guanine, 1l'adénine et la

cytosine sont communes aux deux types d'acides nucléiques,
tandis que l'uracile n'existe que dans les ARN et la thymine
gue dans les ADN L F

Les bases peuvent exister sous deux formes tautomeres,
1l'une contenant des groupes NH2 et =0 (forme lactame),
1t'autre contenant des groupes =NH et C-OH (forme lactime).
Ces bases absorbent fortement la lumiere ultra-violette et

1'on met & profit cette propriété pour les identifier et

pour les doser. Chaque base possede, en effet, un maximm
et un minimum d'absorption caractéristiques qui varient avec
le pH du milieu. Elles transmettent cette propriété aux

composés qui les renferment dans leur molécule.

% 78 thymine a cependant été mise en évidence dans certains
ARN : les ARN solubles (voir page L1)
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FIGURE 1

Formules des bases puriques et pyrimidiques cons-
tituant les acides nucldéiques.
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Composants mineurs des acides ribonucléigues, (x)

Les acides ribonucléigues de diverses origines renfer—
ment, outre les 4 bases "conventionnelles', -guanine, adénine,
cytosine et uracile-, de faibles quantités de dérivés de
suhstitution de ces dernieres. Jusqu'a présent, les bases
sulvantes ont été identifides

- la thymine

- la l-méthyl-guanine

- la 2-méthylamino-6-hydroxy-purine

- la 2—diméthylamino—6—hydroxy—purine

- Ja 2-méthyl-adénine

- la 6-nméthyl-amino-purine

- la 6-diméthylamino-purine

-~ la 5-méthylcytosine

- le 5-ribosyluracile
Ces bases sont généralement présentes & 1'état de traces
dans les acides ribonucléiques "totaux" des cellules, Toute-
fois, les acides ribonucléiques "solubles" (ARNS) (voir
Dp. 26 ) en renferment des quantités non négligeables (comme
le montre le Tableau A) et la mise au point de procédés de
séparation et de dosage de ces composés devient une absolue
nécessité. En outre, on ne peut exclure & priori 1l'idée que
certains des acides nucléiques "anormaux", comme les acides
nucléiques des tissus cancéreux, n'en soient particulierement
riches et les premiers résultats acquis dans ce domaine sont
en faveur de cette hypothise (Tableau B).

(%) Voir revues générales de ALLEN (48) et de COHN (49),
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TABLEAU A
COLPOSITION DENTESIMALE D'ACIDES RIBONUCLEIQUES SOIUBLES.
(ARNS)
2 : E.coli (=) i Foie de Rat (xx) ;
;Guanine . 32,1 : 29,2 ;
*Adénine : 20,3 : 19,7 s
:Cytosine 3 28,9 : 28,8 :
‘Uracile : 15 : 18,2 X
tThymine : 1,1 . - :
*1-méthyl-guanine : 0,1 : - :
s6-méthyl-aminopurine : 0,1 : - :
‘2-méthyl-adénine : 0.3 : - :
s5-ribosyluracile 2,1 : 3,95 :
() DUNN & Coll., (50) (=) OSAWA (51)
TABLEAU B

RTSIDUS DE BASES METHYLEES (p. 100 résidus d'uracile) DANS

LES ACIDE RIBONUCLEIQUES SOIUBLES (ARNS) D7 FOIE NORMAL ET

DE TISSU TULLORAL DE LA SOURIS (d'aprés BERGQVIST & MATTHEWS)
(52)

. Foie normal . Foie hépatomateux,

Sy Gy g v U S

;l-mithyl-cuanine : 0,86 : 1,03 :
"2-néthylemino~5--hydroxy- : :
) purlae X 5,2 . 12,40 :

~-diméthylomino~6~-hydroxy—-: : H
: puiine s 1,36 e 3,20 :
P2-méthyl-ndéaine : 0,10 . 0,10 :
:6-néthyl--aminopurine : 0,78 : 4,20 :

f6—diméﬁhylaminompurine f 0,55 1,16
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b) Les Glucides.

Les acides nucléigques renferment généralement des
pentoses : le D-ribose dans le cas des ARN et le 2-désoxy-D-
ribose dans celui des ADN (Fig.2). Ia préscnce de ce dernier,
qui est trés labile, explique la grande fragilité des ADN
vis-a-vis des agents d'hydrolyse acide, tandis que les

dérivés du ribose - cn particulier les dérivés pyrimidiques -
sont plus stables et cette notion sera mise a profit dans le
choix des procédés d'hydrolyse des acides nucléiques
(voir p. 84).

Les pentoses ne sont pas les constituants glucidiques
exclusifs des acides nucléiques : on trouve, par exemple, le

D-glucose,dans les acides nucléiques phagiques.

c) L'acide phosphorigue.

I'acide phosphorigue constituant les acides
nucléigues est 1l'acide ovrthophosphorique., Il convient toute-
fois de signaler que des complexes d'acides ribonucléiques
et de poly ou métaphosphates ont &té isolés de la Levure
(voir & ce sujet les travaux de BEBEL & Coll.) (53).

20) Les produits d'hydrolyse partielle.

L'hydrolyse chimigue ou enzymatique des acides
nucléiques conduit & des produits d'association des bases et

des glucides gue l'on appelle des nucléosides et & des esters

phosphoriques de ces derniers qui sont des nucléotides.,

a) Les nucléosides.

Les nucléosides ne sont pas réducteurs : la fonc-
tion semi-acétalique de 1'ose est donc engagée dans la
liaison glucosidique. La labilité particulieére de celle-ci
laisse supposer qu'elle se fait par 1l'intermédiaire d'un
atome d'azote. Les nucldéosides sont donc des N-ribosides, ou
des N-désoxyribosides dans lesquels le pentose se trouve sous
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sa forme furannique., Les propriétés physigues et chimiques
de ces composés et les expériences de synthése ont permis de
conclure que les nucléosides sont dGS(? -osides et que les
nucléosides purigques sont des Ng—osideé et les nucléosides
pyrimidigues des N3—osides.

Les nucléosides absorbent la lumiere ultra-violette et
possedent, comme les bases correspondantes, des maxima et des
minima d'absorption caractéristiques. Les ribosides sont
stables vis-a-vis des alcalis. Les ribosides puriques sont
facilement hydrolysés par les acides dilués (SO4H2 N & 100°
(1 h.) ), mais les ribosides pyrimidiques résistent énergi-
quement & 1l'hydrolyse acide, Au contraire, les désoxyribonu-
cléosides (ou désoxyribosides) sont trés instables en milieu
acide. Les nucléosides sont prépards par déphosphorylation
enzymatique des nucléotides.

b) Les nucléotides.

I'hydrolyse chimique (hydrolyse par la soude ou par
la potasse, dans le cas des acides ribonucléiques) ou enzyma-—
tigue (hydrolyse des deux types d'acides) par des phosphodi-
estérases, conduit a des nucléotides qui résultent de 1'asso-—
ciation d'une base, d'un glucide et d'acide phosphorigue.
Cette définition laisse présager de 1l'existence de nombreux
isoméres :; isoméres de position du reste phosphoryle sur le
pentose ; isoméres cycliques ; présence d'un ou deux restes
"phosphoryle". Une nomenclature précise a été instituée qui

répond aux regles sulivantes 3

- 1. Les nucléotides seront des ribonucléotides (ou ribotides)

ou des désoxyribonucléotides (ou désoxyribotides)

- 2. Z1ls seront purigues ou pyrimidigucs

- 3 Tls scront appelés nucléosides phosphates ou nucléosides-

polyphosphates suivant qu'ils renfermeront un ou plusieurs

restes “"phosphoryle" et 1l'on précisera alors la position de
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ceux—-ci sur le pentose, en affectant les chiffres du signe
"prime" afin dYéviter toute confusion avec la désignation des
atomes de 1l'hétérocycle.

Nous limiterons notre présentation aux ribonucléotides
présents dans les hydrolysats d!'ARN,

Les ribosides-2' et 3'-phosphates (Fig. 3a et b)
coexigstent dans les hydrolysats alcalins des ARN ol leur

présence s'explique par le mécanisme méme de 1l'hydrolyse
sodigue ou potassique des ARN (voir p.23 ). Ce sont les
acides uridylique, cytidylique, guanylique et adénylique,
L'isomére 3' est seul présent dans les hydrolysats ribonu-
cléasiques des ARN,

Les ribosides-5'-phosphates (Fig. 3c¢) se forment au
cours de L'hydrolyse des ARN par des phosphodiestérases

(phespho-diestérase de venin de Serpent, par exemple).

Les ribosides-2', 3'-phosphates (Fig. 3d) sont des

nucléotides cycliques qui apparaissent transitolrement dans
les hydrolysats d'ARN par la soude diluée (voir p.23 ) ou par
la ribonucléase., Ils sont désignés par 1l'initiale de la base
gui les constitue suivie d'un point d'exclamation (par
exemple : A !). Selon certains auteurs, ils prééxisteraient
dans des ARN ol ils se trouveraient en position terminale.
Leur hydrolyse par les alcalis conduit au mélange des deux
isoméres 2' et 3!,

Les nucléosides—diphosphates (Fig. 3e) sont présents
dans les hydrolysats alcalins d'ARN et proviennent de la
coupure de la liaison phospho-diester du nucléotide en

position P-terminale. (voir p. 25).
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L'acide pseudo-uridylique (Fig. 3f) posséde une configu-
ration particuliere puisque la liaison du ribose et de
1turacile est du type C-C. L'acide pseudo-uridylique, que
l'on désigne par le signe W U, est un constituant des
acides ribonucléiques solubles (ARNS) du cytoplasme (voir
P. 26) qui en renferment, suivant leur origine de 5 & 25
résidus pour 100 résidus d'acide uridyligue,

Les nucléotides sont actifs sur la lumiére polarisée
et possédent un spectre d'absorption caractéristique., Ils
sont solubles dans 1l'eau, les solutions alcalines et dans les
acides dilués K. Ils sont insolubles dans les solvants orga-
nigues. Ce sont des acides forts et leur acidité est supé-—
rieure & celle des orthophosphates minéraux. Ils donnent des
sels bien cristallisés, Ils sont déphosphorylés sous l'action
de 1'ammoniague concentré & 16 p. 100 & 180° pendant 3 heures
(LEVENE & JACOBS) (54) ou de la pyridine & 50 p. 100 &
1'ébullition pendant 5 jours (BREDEREK) (55) ou sous l'action
des nucléotidases. Les nucléotides puriques sont tres sensi-~
bles & l'action des acides dilués : ils sont totalement
hydrolysés par HC1 N & 100°C pendant 1 heure en libérant les
bases et une faible proportion de nucléosides (5 & 10 p. 100).
Les nucléo®ides pyrimidigues, au contraire, sont tres stables
et leur hydrolyse nécessite 1l'emploi d'acides concentrés et
de températures élevées : acide formique pur & 175°C (=),

acide perchlorigue 12 N & 100°C ou acide chlorhydrique 6 N
8 120°C.

% Tracide guanylique est difficilement soluble dans 1'eau,
dans les solutions ammoniacales et dans l'acide chlorhy-
drigque 0,01 N,

(%) Méme dans ces conditions brutales, 1l'acide uridylique
est incomplétement hydrolysé.
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B - LES ACTIDES NUCLEIQUES.

De tres nombreux travaux relatifs a la physico-
chimie des acides nuclé .gies ont été effectués depuis plus
d'un siécle et principalement dans la derniere décade. Aussi
ne décrirons-nous rous une forme résumée, que les résultats

¢uli sont indl_opensables & 1l'argumentation de notre mémoire.

1°) Acides Désoxyribonucléiques (ADN).

Tes ADN sont des polynucléotides de poids molécu-
laire élevd, (de 1'ordre de plusieurs millions). L'union des
désoxyvribonucléotides est réalisée par des liaisons “37,
5!'—phosphodiester", Cette structure primaire a été démontrée
par CARTER (56), et par MICHELSON & /7D (57) qui ont prouvé
que les ddésoxyribonucléotides sont des nucléosides-5'~
phorphate et par DEXKER & Coll. (58) qui ont isolé des hydro-

lyscts ocides de 1'ADN du sperme de Hareng, leg acldes

thymidine. -2t cytidine-3', SH'-diphosphoriques.,
Tiédtude physique de 1'ADN .ev, en particulier, la
microscopie électroniguc (SCOTT (59) ) ont montré que la
i v une fibre de 20 & d'épaisseur, L'utilisation
ces vewvons I (WIIKTNS & Coll.)(60-61), (FRANKLIN & Coll.)(62)
a permis & WATSON & CRICK (63)(64) de proposer pour cette

Tibre la renrésentation suivante : deux chaines polynucléo-—

(O~
o
C

I

(@]
®
o)

tidiques enrouldes en spirale autour d'un axe commun el unies
par des "ponts hydrogene". Les bases puriques et pyrimidiques
gont orientées vers llintérieur de la fibre et disposées
perpendiculairement & l'axe, tandis que le pentose et le
1

. phosphoryle se trouvent en position externe et sont

hyirogzne unissent toujours une base purique et une base
pyrimidique par l'intermédiaire de la fonction CO du
carbone 6 d'une base et la fonction NH2 du carbone 6 de la

ase opposée., L'adénine s'apparie toujours avec la thymine
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et la guanine avec la cytosine (Fig.4).

Ia molécule A'ADN peut donc &tre comparée & une
échelle hélicoidale dont les montants seraient constitués par
1'enchainement de désoxyribose et de groupe phogsphoryle et
dont les barreaux seraient représentés par les bases
appariées (Fig. 5 et 6),

Les molécules A'ADN ne sont pas stables et 1'om
sépare aisdément les deux chalnes polynucléotidiques par un
simple chauffage d'une solution saline & 70-80° (x). Ce
mécanisme entraine une modification des caractéristiques
physiques de la molécule (viscosité , absorption de la
lumitre ; pouvoir rotatoire, etc...). Par refroidissement
treés lent de ces solutions les deux chalnes peuvent se
réassocier pour reformer une double hélice,

La représentation en double hélice de 1'ADN est
en parfait accord avec les données analytiques concernant 1a
composition de cette macromolécule (WYATT) (65) ; (CHARGATF)
(66). Bn effet, lcs rapports : bases puriques/bases pyrimi-
digques ; adénine/thymine ; guanine/cytosine ; fonction 6 CO/
fonction 6 NH,, sont tous égaux a 1, quelle gque soit la
gsource de 1'ADN étudié, Cependant, la composition des ADN
wvarie suivant les organismes dont ils proviennent (voir par
exemple, les revues générales de CHARGAFF (67) et de
BOULANGER & IIONTREUIL (68). Elle est constante dans les
divers organes d'une méme ecspéce et elle est caractéristique
de cette espéce, Cette spéecificité des ADN s'accorde parfai-
tement avec le rdle de support chimique des caracteres
héréditaires qui leur est attribué.

La séquence des nucléetides & 1'intérieur des
chaines A'ADN n'est pas encore connue. Cette séquence
représente le code génétique Iui-méme : chaque gene est
caractérisé par un enchalnement défini de nucléotides. Cette
notion sera développée & propos de la Biochimie de 1l'héré-
dité (voir p.52 ).

(%) ou par les solutions concentrées d'urée,
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20) Acides ribonucléigucs.

1) Structure des ARN,
Les ARN scont des polyribonucléotides et LEVENE
(69) en 1926, avait émis 1l'hypothése que 1l'unité structurale

fondamentale était uvn tétranucléotide constitué par l'union
des 4 nucléotides différents ¢t que les nucléotides puriques
et pyrimidiques alternaient régulieércment au sein de cette
molécule, Le schéma qu'il proposait reposait sur les résul-
tats suivants :

a - L'ARN de¢ Levure posséde 4 bascs différentes en pro-
portions équimoléculaires

b - Les expériences de titration effectuées par 1l'auteur
¢liminaient 1'éventualité d'une liaison des nucléotides par
1'intermédiaire des radicaux de ribose et des restes phos-
phoryles, Elles révélaient en effet la présence de 4 fone-
tions acides primaires et une fonction acide secondaire,

Cette hypothese fut longtemps étayée par un résultat
obtenu par MYRBACK & JORPES (70) concernant le poids molécu-
laire d'un ARN qu'ils avaient trouvé égal a 1,31 x 105, Te
poids moléculaire du tétranucléotide structural est en effet
de 1300. Cependant, aucun argument expérimental n'est venu
confirmer par la suitc 1'existence de ce tétranucléotide
régulier et des méthodes analytiques plus rigourcuses ont
montré que, dans les molécules A'ARN, les bases n'étaient pas
réparties en proportions équimoléculaires. L'hypothése du
tétranucléotide structural ou statistique (polymérisation du
précédent) est depuis longtemps abandonnée, mais les travaux
de LEVENE et ceux de FLETCHNER, GULLAND & JORDAN (71) avaient
toutefois établi que les nucléotides étaient unis par une
liaison phospho-diester. Le ribose, dans un nucléoside,
possédant 3 fonctions alcool libres (en 2', 3' et 5'), il
existe plusieurs points d'attache possibles des liaisons
internucléotidiques.
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Nous avons vu, a propos des constituants des acides
nucléiques, que les nucléotides libérés au cours de 1'hydro-
lyse alcaline des ARN étaient un mélange de nucléosides-2!
et 3'-phosphates, La présence de ces nucléotides s'explique
par le mécanisme méme de 1l'hydrolyse alcaline (sodigue ou
potassique) qui impligque dans un premier temps, la formation
d'un triester, puis l'hydrolyse de la liaison internucléoti-
dique et enfin 1'ouverture en a ou en b du rucléotide
cycligue instable (MARKHAM & SMITH) (72) ; (BROWN & TODD)(73)
(Fig.7). D'autre part, l'hydrolyse ribonucléasigue conduit
toujours aux nucléosides~3'-phasphates, tandis gque 1'hydro-
lyse par la phosphodiestérase de venin de serpent fournit
des nucléosides-5'~phessphates. On peut donc conclur:s, gue
la liaison internucléotidique est, dans les ARN, du type 3',
5'-phosphodiester (Fig.8).

#Aais, si le mode d'union des nucléotides est bien
établi, la structure primaire de la chafne ribonucléique
suscite encore de nombreuses controverses et reste, pour
1l'instant pratiquement inconnuec.

2) Hétérogénéité des ARN,
La sensibilité particuliere des ARN aux enzymes de

dépolymérisation et aux sels minéraux présents dans les
solutions d'cxtraction a longtemps retardé la connaissance de
leurs poids moléculaires exacts. En effet, la dégradation par-
tielle des ARN au cours de leur isolement conduisait
toujours & des préparations constituées par des mélanges de
composés, de poids moléculaires trés variables, L'améliora-—
tion des procédés d'extraction des ARN tissulaires a permis
d'obtenir des ARN "natifs", sans toutefois éliminer la
notion d'hétérogénéité. Actuellement, on connait trois types
d'ARN distincts par leurs propriétés physico-chimigues et

par leur rdle biochimique : les ARN "solubles", les ARN
ribosomaux et les ARN "messagers'.
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a) ARV "solubles! (ARNS)

La purification des ARN cellulaires totaux, par préci-
pitation de leurs solutions par le chlorure de sodium 1 M a
montré que ces ARN étaient hétérogenes., En effet, certainse
précipitent tandis que d'autres restent en solution.(
(CRESTFIEID & Coll.)(74); (DAVIS & ALLEN)(75); (LIURA & Coll.)
(76); (KAWADE & Coll.) (77); (COLTER & Coll.)(78); (BROWN &
Coll.)(79$. Les ARN ainsi obtenus sont différents par leurs
poids moléculaires (MIURA & Coll.)(80) par leur comportement
électrophorétique en gel de silice (HARRIS & DAVIS)(81) et
par leur composition en nucléotides (LIPSHITZ & CHARGAFF)(82).

TLes ARN solubles dans le chlorure de sodium M ont été
identifiéds aux ARN de la solution cytoplasmique (OTAKA & Coll, )
(83), (SMITH)(84), (et appelés, pour cette raison ARN "solubles"
ou ARNS), & 1"ARN pH 5" obtenu par précipitation & pH 5 de
la solution cytoplasmique (HOAGLAND)(85) et aux"ARN de trans-
fert" (SMITH)(86), (BROWN)(87) (MEROIA & DAVIS)(88) des
acides aminés du milieu cellulaire vers les ribosomes, sieges
des synthéses protéiques. Ils semblent &tre identiqueé pour
toutes les espéces (CANTONI & Coll.)(89). On les a caractérisé,
34 la fois dans le "suc" nucléaire et dans le "suc" cytoplas-
mique. Il s'agit dA'ARN "libres" non conjugués & des protéines,
dont les caractéristiques physico-chimiques sont les
suivantes, (voir revuecs générales de SPIRIN (90) et de BROWN

(91)

1 - Ia molécule est constituée par l'association de 80
nucléotides et possede une longueur de 100 K. Elle est formée
d'une seule chalne enroulée en une double spirale analogue a
celle des ADN, avec les appariements G-C et A-U classiques.
Cette structure a été confirmée par les spectres de diffrac-
tion des rayons X. Deux schémas différents ont été proposés
pour représenter la molécule 4'ARNS (Fig. 9a et b).
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2 - Ils possedent une constante de sédimentation de
4 S et un poids moléculaire de 25.000 £ 1,000, Par chauffage
a 100°C, on obtient un composé cristallisable de constante
de sédimentation de 2,5 S et d'un poids moléculaire de
10.000. Ce résultat est en faveur du schéma de structure b
de la Fig.9.

3 = Les ARN § renferment des proportions non négligeables
de bases "anormales" : pscudo-uracile (4 p. 100 environ), thy-
mine (1 p. 100 environ), S-méthyl-cytosine et de petites
quantités de bases puriques méthylécs (voir p. 11 ).

4 - Les séquences nucléotidiques sont spécifiques de
chaque ARNS. Toutefois, certains enchalinements sont communs
& tous les ARNS § les molécules A'ARNS comuwencent par un
résidu guanylique, (portcur d'un reste phosphoryle en 3') et
se terminent par la séquence cytidyl-cytidyl-adénylique. TLe
triplet nucléotidique terminal n'est donc pas spécifique.-

5 — Au contraire, le triplet subterminal est spécifique
de 1l'acidc aminé dont 1'ARNS est responsable du transfert
par excmple ce triplet est G-C-A pour la leucine et U-C-A pour
1'isoleucine (TAGERKVIST & BERG (92) s BERG & Coll. (93) ).
L'acide aminé se fixe par son carboxyle sur 1'0H en 3' du
ribose de 1l'acide adénylique terminal, (Fig., 10).

6 - Dans la "courbure" de la double hélice trois nucléu—
tides ne sont pas appariés avec des nucléotides complémentaires.
Ils permettraient, selon les auteurs, la fixation de 1'amino-
acyl-ARNS sur 1'ARN "messager", par 1l'intermédiaire d'un.
triplet nucléotidique complémentaire (voir Fig.22 3 p. 59 ).
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b) AR “"ribosomaux".(ARNR)

Les ARN insolubles dans le chlorure de sodium M
ont été identifids aux ARN ribosomaux, Ils ont été fractionnés
en ARN 16 S et 23 S chez les bactérics et en ARN 18 S et 28 S
chez les mammiféres. Ces ARN sont les constituants "majcurs"
des ARN cellulaires : ils existent sous la forme de nucléo-
protéines que 1'on trouve libres dans le cytoplasme et dans le
suc nucléaire (ribosomes) ou assocides au réticulum endoplas-—
mique (grains de PATADE) (%). Les ribosomes les plus abondants
(70-80 S) unt un P de l'ordre de 3 millions et se dissocicnt
en sous~unités 30 S ¢t 50 S lorsque le milieu est pauvre en
jons Mg't (GROS & Coll.)(94). Ils s'associent entrec eux pour

former des agrégats appelés polysomes ou ergosomes. Ces der-—

niers ont 8té mis en évidence, w=u microgcope électronique, non
sculement dans des préparations acellulaires, mais aussi dans
les cellules elles-mumes (voir & ce sujet, la revue générale
de MUNRO & Coll. (95) ). Il s'agit de ribosomes attachdés en
nombre variable (de 3 & 40 cnviron) & une molécule linéaire
AYARN que certains auteurs identifient & 1'ARN "messager",

Tes principales propriétés des ARN "ribosomaux" sont les

suivantes : (voir revue générale de SPIFIN (96) )

1 - I1 s'agit A'ARN de poids moléculaire élevé :
5,6 x 10° (163) et 1,1 x 106 (233) chez les bactéries, selon
KURLAND (97) 3 6 x 10° (188) et 1,3 = 10° (283) chez les mem-
miféres selon HALL & DOTY (98).

2 — Leur composition molaire varic dans de larges limites
et les résultats contradictoires obtenus Jusqu'a présent
s'expliquent par la grande labilité des ARN "ribosomaux" vis-a-
vis de la ribonucléase ou des sels minéraux présents dans les
solutions d'extraction. Cepcendant, il semble que le nombre de
fonctions 6 NH2 égale celui des fonctions 6 CO et gque la somme

A+ G égale la somme ¢ + U.

() Le "complexe" grains de PALADE -réticulum lipoprotéicdirue-
constitue les "microsomes" (ou "fraction microsomale") de
CLAUDE que 1'on obtient par centrifugation différenticlle



a)

- 29 -

b)

/3
(365\
LLLE
FIGURE 9 \\—//

Schémas de structure des ARN solubles
(ARN S)

0 s point d'attache de 1l'acide aniné



- 30 -

G i ettty Ty A - v
Py vy [ T A
4|l‘ ""lA
' | 2 I
| — 0 1,6
Leucine ~ y -
ACCACG
St e triplct de codage
[ ' (nucldéotides non appariés)
triplet
terminal triplet
subterninal

FIGURE 10

Schéma de structure de 1'ARNS. responsable du
transfert de la leucine.



- 31 -

3 = Tes spectres de diffraction des rayons X semblent
démontrer 1'existence d'une structure partielle en double
hélice, Le schémz de la Fig. 11 illustre les conceptions
actuelles concernant la structure des ARN "ribosomaux".

4 - Les ARN ribosomaux 16 S (ou 18 8) sont les consti-
tuants des particules ribosomales 30 S tandis que les ARN
ribosomaux 23 S (ou 28 S) se trouvent dans les particules
50 S. L'association d'une particule 30 S et d'une particule
50 5 donne un riboscme 70 S ; celle de deux ribosomes 70 5
donne un ribosome 100 S. Ia cohésion dec ces agrégats est en
relation étroite avec la concentration en lons magnémium
(Mg™) du milieu,

et (s man — e e e un e

L'existence d'acides ribonucléigues instables, &
vitesse de renouvellement trés élevée, a été démontrée par
VOLKIN & ASTRACHAN, en 1956-1958 (99-100) par GROS & Coll,
(101) et BRENNER & Coll. (102)ches les microorganismes , Ces
acides ribonucléiques particuliers se formeraient par
"moulage" sur les molécules A'ADN dont ils seraient des
repliques exactes et, passant dans le cytoplasme, seraient
le support actif de la synthése des protéines (voir p.55 ).

A ccs acides ribonucléigues qui transportent les "informa-
tions" génétiques, JACOB & LONOD (103) ont donné le nom d'ARN
"messagers". Ces ARN messagers ont été recherchés chez les
mammiféres par de trés nombreux auteurs. Leurs propriétés
sont encore mal connucs, en raison méme des difficultés que
1'on rehcontre 4 les isoler. Nous pouvons toutefois résumer
leurs principales carcctéristiques de la maniere suivante
(voir revues générales de IuPMANN (104) et de GRUNBERG-MANAGO
et GROZ (105) )
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FIGURE 11

Schénma structural hypothétique des ARN macromoldé-—
culaires.
L'appariement des bases par des "ponts hydrogene"
est indiqué par des pointillés.,

(d'aprés FRESCO & Coll. (106)).
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1 - Les ARN "messagérs” sont préscnts dans les cellules
en trés faible propurtion, n'excddant pas 4 & 7 p. 100 des
ARN totaux.

2 — Leur vitesse de renouvellement est extrémement
rapide et leur demi-vie est breve. (2 4 3 mn chez les bacté-

ries 3 3 & 4 h, chez les ccllules animales).

3 - Leur composition molaire se rapproche de celle des
ADN. Chez les mammiferes, elle est inverse de celle des autres
ARN cellulaires : si la composition centésimale des ADN est

G s 20 C s 20 A : 30 T s 30
celle des ARN "messngers”serﬂ.théoriquemcnt : _

G s 20 C s 20 A ¢ 30 U, 30
et celle des tutres ARN

G : 30 Cc ¢ 30 A s 20 U ¢ 20

4 - Le poids moléculaire des ARN "“messagers" n'est pas
défini avec précision. On sait, cependant qu'il s'agit de
macromoléculcs de constante de sédimentation 6 &4 30 S chez lec
bactéries. L'hétérogénéité est encore plus grande dans lc.
cellules animales ol 1'on trouve en outre des molécules de

constante de sédimentation supérieurc a 30 S.

5 ~ Les ARN "messagecrs" s'associent in vivo et in vitro
avec un nombre variable de ribosomes 70 ou 100 S pour former

les ergosomes ou polysomes (Fig.22 3 p.59 ).

3) Fractionnement des ARN.

L'isolement et 1'étude de ces différents ARN ont pu
&tre réalisés ces dernidres anndes, grfce aux perfectionneronts
apportés aux méthodes de préparation et de fyactionnement des
ARN (voir & ce sujet la revue générale de STAEHELIN (107) ).
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Les ARN solubles sont généralement préparés a partir de
la "solution cytoplasmigue" obtenue apres élimination,par
centrifugation,des particules cellulaires (voir p.181) ou &
partir d4'ARN totaux en mettant & profit leur caractére de
solubilité dans lc chlorure de sodium IM , propriété qui
permet de lcs séparer des ARN ribosomaux ainsi isclés.
Quelques cssals de séparation des ARN solubles et des ARN
ribosomaux ont été faits par chromatographie sur colonne de
cellulose modifide (voir par exemple : GOLDTHWAIT & Coll.
(108) ; BOSCH & Cull. (109) ; OSAWA (11lu) 3 OTAKA & Coll, !
(111) ) ow d'amidon cationiquc (SMITH & Coll. (112)). Mais ce
sont surtowt les méthodes de centrifugation en gradient de
saccharose (McQUILLEN & Coll. (113) ; BRITTEN & Coll.(114))
et de chromatographie sur colonne de sérumalbumine méthylée
(IFANDELL & HERSHEY (115)) qui ont contribué lec plus 2 la
connaissance parfaite des différentes classes d'ARN, (voir
par exemple : COCITO & Coll. (116) 3 SUEOKA (117) ; TAKAT &
Coll, (118) ; KUBINSKI & Coll. (119)).

Ces tcechniques de fractionmnement ont permis en outre de confir-
mer 1'hétérogéndité des ARN solubles (SUROKA (120)) et de-
démontrer celle des ARN messagers (voir par exemple : TAKAT &
Coll. (121) ; MONIER & Coll. (122) ; ISHIHAMA & Cvll. (123))

et ‘cette notion s'accorde parfaitement avec le rdle bivlogi-
gue que jouent ces ARN.

De nombreux travaux ont été consacrés au fractionnement
des différents ARN solubles j ceux-ci ont été séparés par la
méthode de distribution & contre courant (HOLLEY & Coll. (124);
EVERETT & Coll. (125) ; DOCTOR & Coll. (126) ; APGAR & Coll.
(127) 3 ZACHAU & Coll. (128) 3 TADA & Coll. (129) j WIESMEYER&
Coll. (130) 3 STAEHELIN & Coll. (131) ), par chromatographie
sur colonne de cellulose modifide (HOAGIAND & Coll. (132)
NISHIYAMA & Coll. (133) ; OFFENGAND & Coll. (134) ; BROWN &
Coll, (135) 3 KAWADA & Coll. (136) ) ou d'amidon cationique
(SMITH & Coll. (137) ) ou sur colonne de phosphate de calcium
(HARTMAN & Coll, (138) ; CANTONI (139) ) ou encore par ultra-
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centrifugation (IUBORSKY & CANTONI (140) ouw gel filtration

sur Séphadex (TANAKA & Coll. (141)) ou par chromatographie

sur papier imprégné de DEAE cellulose (JACOBSON & Coll.(142)).

I1 devient possible d'isoler 1'ARN de transfert spécifique

d'un amino-acide donné pour en étudier la composition et la

séquence nucléotidique (voir par exemple : HOLLEY & Coll. (143).
Quant au fractionnement des ARN messagers les expé-

rimentations sont encore trop fragmentaires pour permettre

une interprétation séricuse des résultats (voir par exemple :

BOLTON & McCARTHY (144) ; KIDSON & Coll. (145)).

x
DEAE cellulose 3 diéthylaminoéthylcellulose,



- 36 -

III -~ METABOLISME DES ACIDES NUCLEIQUES. -

Nous décrirons brievement dans ce paragraphe les
étapes essentielles du métabolisme des acides nucléiques dont
la connaissance est indispensable pour discuter les résultats
de nos travaux concernant le renouvellement du radio-phosphore
dans les acides ribonucléiques tissulaires. La synthése des
acides nucléiques comporte lcs deux étapes sulvantes @

A — Syntheése des nucléotides
B - Synthése des acides nucléiques eux-mémes,

A -~ SYNTHESE DES NUCLEQOTIDES.

La cellule réalise la synthése des nucléotides,
soilt & partir de précurseurs "non nucléiques" comme des acides
aminés, des carbonates, des radicaux formyle (synthese "de
novo"), soit &4 partir de procursceurs "nucléiques" comme les
bases et les nucléosides. La synthese "de novo" conduit a la
formation de deux ribonucléotides, l'un purique, l'acide
inosinique, l'autre pyrimidique, l'acide uridylique, gui sont,
par des réactions de conversion, & l'origine de tous les
nucléotides, respectivement purigues et pyrimidiques. On sait
d'autre part, que les désoxyribonucléotides se forment &
partir des produits de la dégradation des ribonucléotides
(bases et ribonucléosides) et des ribornucléotides aux-mémes.

Le schéma géndéral du métabolisme des ribo et des
désoxyribonucléotides est illustré par la Fig., 12

Nous décrirons en premier lieu, les étapes de la
syntheése des ribonucléotides puriques et pyrimidiques, &
partir de précurseurs d'origine non nucléique ("synthese de
novo"). Nous exposerons ensuite le mécanisme de la formation
des ribo et des désoxyribonucléotides a partir de précur—
seurs d'origine nuclédique : lcs bases et les nucléosides,
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1°) Synthése des nucléotides & partir de précurseurs non

nucléiques (Synthése "de novo").

a) Synthése "dec novo" des ribonucléotides puriques.

L'utilisation de composés marqués par des atomes de

140 ou de 15

du noyau purique et de démontrer quc cet hétérocycle complexe

N a permis de reconstituer la voie de la synthése

se construisait & partir de molécules trés simplcs : le glyco-
colle, 1'ammoniaque, le COZ’ l'acidec aspartique et des radi-
caux "formyl" transportés par des dérivés de l'acide folique.
Les réactions métaboliques, rassemblées dans la Fig, 13,
conduisent & l1l'acide inosinique gqui donne par des réactions de
conversion décrites dans la Fig, 14, les acide ribo-guanylique
et ribo-adénylique.

b) Synthése "“de novo" decs nucléotides pyrimidiques.

La synthese "de novo" des nucléotides pyrimidiques
conduit & la formation d'acide ribo-uridylique, & partir
duguel se forment 1l'acide ribo-cybidylique, l'acide désoxyribo-
cytidylique et 1l'acide désoxyribo-thymidylique, suivant le
schéma de la Fig. 15.

20) Synthesc des nucléotides & partir de précurscurs d'origine
nucléigue.

L'administration & des animaux d'expérience de bases
et de nucléosides marqués par lc radiocarbone et par le tritium
est suivie d'une incorporation de ces composés dans les acides
nucléigques. Les organismes sont donc capables d'effectuer la
synthése dec nucléotides & partir de bases ou de nucléosides,
et ce processus métabolique scmblc présenter la principale voie
de formation des désoxyribonucléotides.
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FIGURE 14

Synthése des acides addénylique et guanylique &
partir de 1l'acide inosinique.
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Biosyntheése des nucléotides pyrimidiques.



- 42 -

a) Formation des nucléotides & partir des nucléo-

sides,
La phosphorylation des nucléosidces est réalisée
-~ s0it par des phosphatasecs
Nucléogside + ester phosphorigue - nucléotide
- s0it par des nucléoside-phosphokinases
Nucléoside + ATP ...y nucléotide + ADP

Origine des nucléosides.

Les nucléosides possédent urnc double origine., Ils proviennent
en cffet, soit des nucléotides, dont la déphosphorylation est
réalisée par des phosphatases ou par des nucléotidases spéci-
figues, soit des bases sur lesguclles lc pentosc cst greffé
par des nucléoside-phosphorylases ou par des transglycosylases

Iriboside phOSphorylas@
- base + ribose-l-phosphate e— sribonucléoside + PO, Hy

4
- adénine + hypoxanthine- adénine-désoxyriboside +
désoxyriboside ¢ > hypoxanthine
[ trensglycosylase]

b) Formation des nucléotides & partir des bases.

Les nucléotides peuvent sc former par condensation
des bases avec 1l'acide H-phospho-ribosylpyrophosphorique
(PRPP) en préscnce d'unc nucléotide-pyrophosphorylase. Le
PRPP lui-méme est synthétisé par l'action de la 5-phosphoribo-
pyrophosphokinase sur le ribosc-5-phosphate et 1'ATP (Fig.l16).

Selon KALCKAR, une 5-phosphoribokinase catalyse la
réaction suivantc 3

ribose«5~-phosphate + ATPé—ribose~1,5-diphosphate + ADP

Le ribose-1,5-diphosphate réagit ensuite sur lecs bases et

donne lieu & la formation de nucléotides gréce a l1l'action d'une
nucléotide-phosphorylase s

ribose-1l,5-diphosphate + baseé—nucléoside-5~phosphate + PO4H3



- 43 -

ATP ANP
\ L7
N Voo
Pl-0=Ch, O , g Po0—CHy O
vl -~ ’H Y i H
Enow vl > r/*‘ :3\»:/
N NN LB
" év IR PO Hy A L “’\i;(i)
bV 5 phosphoribose o
pyrophusphokinase
l’ -
[Rase
k/ chléotide pyrophospho%
rylase !
SYa_on, O Bese
©)-o-n,
Zt’ A f:\c/ N
~ TN L
o=t B0
Oon O+

Biosynthese du phosphoribosyl pyrophosphate
et des nucléotides a partir du PRPP.

FPIGURE 16

(PRPP)



- 44 -

Origine des bases.

Les bases purigues et pyrimidiques proviennent essentiellement
de la dégradation des nucléotides dont les étapes sont les
suivantes

Acides nucléiques

ﬁMOSpho—diestéraseJ
&
Nucléotides
{Nucléotidase%
r ‘/ .
Nucléosgides
[Nucléosidaseé
N

Bases
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B - BIOSYNTHESE DES ACIDES NUCLEIQUES.

Depuls les travaux de KORNBERG et 4'OCHOA, on sait
que les chaines polynucléotidiques qui constituent les molé-
cules d'acides nucléiques se forment & partir de nucléoside-
polyphosphates sclon des modalités légerement différentes
pour lcs deux types d'acides nucléiques.

1°) Biosynthése des acides désoxyribonucléiques.

Les travaux de KORNBERG (146) ont permis de préciser
les modalités de la synthéese des acides désoxyribonucléiques.,
L'auteur a démontré en utilisant des nucléotides marqués, que
la formation des chalines polynucléotidigues des acides désoxy-
ribonucléiques s'effectuait suivant un mécanisme identique 2
celui qui conduit a la synthese de coenzymes nucléotidiques,
comne le diphosphopyridine-nucléotide (DPN) ou le flavine-
adénine-dinucldéotide (FAD) : 7
ATP + nicotinanide mononucléotide——imﬁy + acide pyrophosphou

rigue
ATP + FMN ——TFAD + acide pyrophosphorique

Sous l'action d'un enzymc extrait de B. Coli, 1'ADN
polymérase, un mélange deg désoxyriboside-triphosphates (voir
p. 47 ) de la guanine, dc 1l'adénine, de la cytosine et de la
thymine conduit en préscnce d'un acide désoxyribonucléique &
la synthese d'un acide désoxyribonucléique identique & celui
qui a été introduit dans le milicu réactionnel et qui sert,
semble-t-11, de modeéle moléculaire. KORNBERG a démontré que
le mécanisme d'allongement de la chaine polynucléotidigue
g'effeotuait conformément au schéma de la Fig.l1l7.

L'étude de 1'incorporation de désoxyribonucléosides
triphosphates, margués spécifiquement par lec 32p sur 1"un des
trois restes phosphoryle a permis en outre, & l'auteur, de
préciser la destinde des résidus phosphorylés et de montrer
gue la formation des molécules A'ADN g'effectuait sclon le
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schéma suivant - §
i x I %
dTPPP afrTpPk
¥ | %
a GPPP aacbPk
n | % + ADN 2 ADN—— | % + 4 n PP
dAPPP ADN d AP
* polymérase [ x
a PP a ¢ Pt
L . *'l An

En conclusion, il apparait donc
- a) gue 1'enzyme impliqué dans la réaction nécessite un
démoulage sur un chafnon @récxistant (i1 s'agit d'unc polymé-
rase)
~ b) quc dans le cas de 4G, dA et dC, le phosphoryle « est
incorporé dans la molécule tandis, que dans le cas de l'acide
thymidylique, il s'agit du phosphoryle (de 1la T PP P d'ori-
gine.

2°) Biogynthése deg acides ribonucléiques,

Deux mécanismes sont actucllement proposés pour

expliquer les réactions de polymérisation des ribonucléotides.,

a) Polymérisation & partir des nucléosidcs diphos—

phates sous l'action de la polynucléotide phosphorylase,

Les travaux de GRUNBERG-LANAGO et d'OCHOA (147) ont
conduit & 1l'isolement de la polynucléotide~phosphorylase a
partir d'Azotobacter vinelandii et d'autres bactéries, L'enzyme
catalyse spécifiquement la synthése d'ARN 2 partir de nucléo-

sides diphosphates selon le schéma suivant

nXRPP \(XRP)n-!—Pi

x marque l'emplaccment du 32]?
dTPPP, dAGPPP, dAPPP, ACPPP : respcctivement, désoxythymidines
désoxyguanosine—~, désoxyadénosine-, désoxycytidine-triphos—
rhates.
PP : acide pyrophosphoriquec.
dTP, dGP, dAP, dACP : respectivement désoxyribotides de la
thymine, de la guanine, de l'adénine et de la cytosine.
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adénine, hypoxanthine, guanine, uracile ou cytosine j
ribose ; P, = orthophosphate ).

(x
R

Cet enzyme a permis d'obtenir des polynucléotides de syn-—
thése dans lesquels les nucléotides sont unis par des liaisons
3', 5', comme dans les ARN cellulaires et qui possedent des
activités biologiques. Nous évoguerons, dans le paragraphe sui-
vant consacré & la biosynthése protéique, les expérimentations
fondamentales qui ont été entreprises & partir de ces polynu-
cléotides de synthése et qui ont permis de préciser la plupart
des séquences nucléotidiques spécifiques des acides aminés
(voir p. 61). N

La polynucléotide phosphorylase n'a pas été mise en €vi-
dence avec certitude chez les mammiferes. De plus, cet enZyme
provoque la polymérisation des nucléotides sans avoir recours
3 un modéle 3 in vitro la séquence nucléotidique se répartit au
hasard et ce mode de répartition est difficilement acceptable
in vivie.

b) Formation des séquences ribonucléotidigues spéci-

figues sous 1'action de 1'ARN polymérase (ARN nucléotidyl.

transférase,.

Ia synthése deg séguences nucléotidiques spécifiques s'ef-
fectue, par une voie différente, & partir des nucléosides tri-
phosphates et implique un démoulage sur 1'ADN, sous 1'action
d'une ARN polymérase. Cet enzyme a été caractérisé dans la
plupart des cellules vivantes. Il présente la particularité
d'8tre inhibé sélectivement par l'actinomycine D. Les deuX
mécanismes réactionnels possibles sont schématisés dans les
Fig. 18 et 18-Bis. Les ARN formés sont & chaine simple et
possédent une séquence nucléotidigue codée, déterminée par
celle des ADN.

I1 a été démontré, d'autre part, chez les bactéries, que
1'ARN pouvait se "répliquer", mais jusqu'd présent, les enzymes
de polymérisation des nucléotides, nécessitant 1'ARN pour modele,
n'ont pas été mis en évidence avec certitude dans les cellules
différenciées.

Notons gue dans les virus & ARN monocaténaire, la forme
"replicative" est une double chaine.
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Mécanisme de formation des chaincs d'ARN par démou-
lage sur 1'ADN dissocié (1 chafne), sous l'action

de 1'ARN polymérase,

La chaine ARN formée est complémentaire de la chaine
ADN modele,
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Mécanisme de formation des chafnes A'ARN par démoulage
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sur 1'ADN en d@ouble chalne, sous l'action de 1'ARN poly-

mérase,

La chalne ARN formée est identique & une chafne ADN et

complémentaire de 1'autre.
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CONCLUSIONS.

Ces connaissances métaboligues nous permettent de ;

faire ressortir lcs points suivants o

19) La biosynthése de novo des nucléotides cst lide, comme
nous l'avons vu, au nétabolisme des acides aminés puisque le
glycocolle participe & la formation des noyaux puriques et
que l'acide aspartique cst impliqué dans la syntheése des
noyaux pyrimidiques, IEn outre, dc nombreux travaux, en
particulier ceux de PARDEE & al. (148), de MUNRO & MUCKERJI
(149) ot de GROS & GROS (150) ont démontré que les amino-
acides, comme le tryptophanne, étaimnt nécessairecs a la
polymérisation des nucléotides., Cette derniére requicrt
dtaillcurs "in vivo" la préscnce de tous les amino-acides
indispensables et on sait quce des régimes protéiques ddésé-
quilibrés sont utilisés pour déclencher des cancers expéri-
mentaux en agissant sur le métabolisme nucléique par l'inter-
médiaire dcs acides aminés. Ces mécanismes font appel & des
phénomenes régulatcurs fondés essentiellement sur des
actions de "fced-back", ‘

20) Les réactions de formation des chalines polynucléotidiques
des acides ribonucléigucs font intervenir 1L'ARN-polymérasc

ct un mécanisme de moulage et de démoulage sur lcs ADN.

Cette . synthesey soumise aux lois de la complémentarité
nucléotidique de CRICK (151) détcrmine la formation de molé-
culesd'ARN dont la séquence nucléotidique est exactement
calguée sur cclle des ADN géniques 3 c'est le codage géné-
tigque des ARN dont la connaissance était indispensable a la
compréhcension des mécanismes de la synthése de protéines
spécifiques sous le contrdle du noyau.
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IV - BIOSYNTHESE DIES PROTEINES ET BIOCHIMIE DE L'HEREDITE
ET DE LA MITOSE.

I1 pourrait a priori paraitre surprcnant gu'un
phénoméne biochimigue commc la synthese des protéines puisse
8tre associé dans un méme paragraphe & dcux phénoménes biolo-
giques comme 1'hérédité ¢t la mitose, En fait, lcs trois méca-
nismes sont étroitement liés puisqu'il est bien établi actuel-
lement, d'une part, que lcs supports actifs de 1'hérédité
sont, non pas lcs genes, mais lcs enzymes ct, d'autre part,
qu'il existe unc relation étroite entre la mitosc et 1la bio-

synthésc des protéincs.,

I1 nous cst impossible de décrire cn détail tous les
résultats cxpérimentaux qui ont permis de démontrer les faits
précédents ot nous nous proposons de résumer, sans cffcctuer
une bibliographic détaillée, lecs bascs principales de ltargu-—
mentation en revoyant le lectour aux nombreuses revues génd-—

rales gul concernent cces sujcts.

A - BIOSYNTHESE DES PROTEINES ET BIOCHILIIE DE
L'HENEDITE.

1°) La théoric “un génc, un cnzyme'.

Les travaux historiques de EPHRUSSI & BEADLE (152)
sur les pigments ommatidiques de Drosophila melanogaster ct
ceux de BUTENANDT (153) sur les pigments tégumentaires
d!'Ephestia ont démontré que 1la biosynthésc des enzymes spéci-
fiques sc trouvait sous le contrdle dircet des gencs.

Les travaux de BUTENANDT ont porté sur deux variétés
d'Ephestia. L'une est coloréc en brun par un pigment parti-
culier : la xanthommatine et posséde le phénotype vT. I'autre
est dépigmentée et posstde le phénotype ve. Dans une premieérc
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série de travaux portant, les uns sur la structure du pig-
ment, les autres sur son métabolisme, BUTENANDT démontra qu'il
existait unc relation étroitc entre lc catabolisme du trypto-
phanne et la biosynthesc de la xanthommatine ,dont nous avons
résumé dans le schéma de la figure 19,lcs principales étapes.
Dans une seconde série de recherches, BUTENANDT montra que
ltexistence de 1'Ephestia v était liée & 1'absence, chez ce
mitant,de la tryptophanne-pyrrolasc. En effet, d'une part, le
tryptophanne s'accumule dans lcs tissus d'Ephestia v et,
dtautre part, l'injecction & cette derniere, de farmyleynuré-
ninexprovoquc sa piligmentation. La mutation d'Ephestia v et la
disparition d'un caracterc héréditaire sont donc dues &
llabsence d'un seul enzyme.

De nombreux travaux ont confirmé les résultats de
BUTENANDT comme ceux de PAULING (154) et d'INGRAM (155) sur
les hémoglobines anormalcs ct ceux de YANOFSKY (156) sur les

tryptophanne-synthétases d'Escherichia coli,

T1 est donc bien établi gque les caractéres héréditaires
sont liés & l'existence d'enzymes ¢t quc ces dernicrs sont les
supports actifs dc 1'hérédité. Actucllement, les théorics bio-
chimiques de 1'hérédité reposent csscnticellement sur 1'axiome
"un genc, un enzyme'. Elles ont été puissamment renforcées par
les découvertes récentes concernant les mécanismes de la bio-
syntheése des protéines spécifiques et du contrdle génétique
de cette dernierc.

2°) Biosynth&sc des protéincs spéecifiques.

Deux mécanismes de synthésc des protéines ont été mis
en evidence. L'un, lc¢ micux connu, sc déroule au niveau des
ribosomes. I1 fait intervenir plusicurs types d'acides ribo-
nucléiques et so connaissancc trouve son origine dans les bra-
vaux de HOAGLAND (157). L'autre révélé par HENDLER (158) a

vu de cynurénine
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licu dans les membrancs crgastoplasmiques, I1 implique la par-
ticipation dec phospholipides.
a) Synthéscs ribosomalcs des protéines.

Le mécanisme se décompose cn trois étapes esscentielles :
lerc étape : activation de 1'acide aminé par 1'ATP ct par des
enzymes spécifiques et formation d'un amino-acyladénylate,
(Fig. 20).

solublc spécifique.

Jeme étapce 3 transfert des complexes ARN—-S-amino-acides vers

S et ot st b e

Ies polysomes ¢t la formation de chaifnes peptidiques spéci-
fiques contrdléc par Ll'ARN-messager.

La figurc 21 résume les réactions essentielles des deux
premiercs étapcs et la figure 22 schématise le mécanisme du
transfert de L'ARN-S - AA* sur les polysomes en tenant compte
de la structure secondaire de 1'ARN-S., ILa polymérisation des
acides aminés ge fait au niveau des polysomes, par ltintcrmé-
diairc des polypeptides synthétases ; les particules riboso-
males 80 S sont les supports des chafncs peptidiques néoformées,
dont la séguence cst déterminée par les triplets nucléotidiques
complénmentaires des ARN-S ct de 1'AWN messager. Le mouvement
des particules 80 S le long de la chaine dc 1'ARN messager
détermine vis-a-vis de chaque triplet nucléotidique, 1'ordon-
nancement decs acides aminés de la chainc protéigque en cours
de formation. ' .

Dc cet ensemble de donnécs on peut done faire ressortir
les points suivants :

19) Les cnzymes d'activation, portcurs de deux sites actifs,
spécifiques, 1tun de 1'acide aminé,et ltautre de 1'ARN-S cor-
respondant, déterminent la premierc complémentarité : acide
aminé ~ triplet nucléotidique spécifique de 1TARN-S.

%) ARNS-AA : Complexe ARN soluble-Amino-acide.
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2°) L'ARN messagcr est 1'ordonnateur des séguences peptidiques
en faisant intcrvenir la deuxiéme complémentarité : triplet
nucléotidique de 1'ARN=-S -~ triplct complémentaire de 1'ARN-
messager, ’

Les deux agents déterminants sont donc 1'enzyme acti-
vatour cytoplasmiquc d'une part, ct 1'ARN messager des poly-
somes, d'autre part. Les deux "ouvricrs" sont 1'ARN~-S qui
transporte lcs acides aminés du cytoplasme vers les polysomes
d'unc part et les ribosomes gui, en migrant lc¢ long decs chai-
nes 4d'ARW messager, transportent les acides aminés et les poly-—

mérisent en chaincs peptidiques spéeifiques.

Contrdle génétiquc de la biosynthése des protéincs.

Les polysomes (ou ergosomes) sont donc les sites actifs
de la biosynthesc protéiquc. La spécificité des séquences pep-
tidiques est déterminée par 1'ordonnancement des triplets
nucléatidiques des A-messagers. Ces ARN messagers, produits
de transcription d'un ou plusicurs géncs dirigent au niveau
de chaque polysome la synthése d'unc ou de plusieurs protéines
spécifiquces.

Le contrble génétique de la biosynthése protéique, qui
stappuie sur le mécanisme de biosynthése des ARN & partir des
ATN par le jeu des pelymérases (Fig. 18 page 49 ) a &6
définitivenent démontré par les expérimentations faisant appel
aux polynucléotides de synthése et & 1L'ARN chimiquement medi-
fié du virus de la masalque du Tabac,

NIRENBERG et MATTHAEI (161) en 1961, puis OCHOA et cell.
WABHA (162) et bien d'autres depuis, ont préparé, & partir des
polymérases de KORNBERG (163) et des polynucléotide-phospho~—
rylases de GRUNBERG-MANAGO (164), des polynucléotides de syn—
these dont les séquences nucléotidigues sont connucs.

L'obtention in vitro dc¢ polysomes par introduction d'un
poly U par exemple (P. M. 30 & 50.000) dans un mélange de ribo-
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FIGURE 20

"Activation" des acides aninés destinés aux syntheses
protéiques.Formation d'un amino-acyladénylate.
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l'acide aminé.



-~ 59 -

Chaines polypeptidiques

g~/;77 en croissance

/ ’d
\4
L

‘ /
ARN messager — /@‘@'@%

Sribosone libre

7
/ 4

Chaine peptidigue — -
compleéte

ribosome libéré

Va
Y

Scns du déplacenent des ribosones le long
de 1'ARN nessager

AANCAGGG G ADN

vuwueGuc CccCcC ARN messager

(I PR ‘ s

AAACAG GGG

;;i ;:2  ;:;\ ARN soluble

e c e
~ . C
K\GAA Q(v::/‘\ Q\ A
“ﬁ alanine - Arginine- Prolinec P Protéine synthétisde

FIGURE 22

Représentation de la 3énme étape de lo synthése protéique
d'apres OCHOA -(160).

Nous avons montré la correspondance cntre triplets nucléo-
tidiques de 1'ADN, de 1'ARN messager, de 1'ARN de transfert
et l'ordonnancement des amino acides dans la protéine syn-—
thétisdée.
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somes et de solution cytoplasmique, provogue la biocsynthése
spécifique d'unc poly-phénylalanine. ILes poly A symthétisent
des polylysines , dans lecs mémes conditions ; les poly C des
polyprolines, ete... L'utilisation des polynucléotides mixtes,
dont 11 est possible par un calcul statistique, de détermincr
le pourcentage de certains triplets préférentiels a permis
d'établir une liste (Tablecau C) de la plupart des triplets
spécifiques de chagque amino-acide.

b) Systime protéosynthétique de HENDIER.

De nombreux auteurs ont obscrvé depuis les travaux de
1'équipe de HOAGLAND quc l'activité protéosynthétique des
systemes acclluleirecs ne représcntait gue 1 p. 100 & 1 p. 1000

de l'activité totale dcs cellules intactes, aussi bien dans

le cas des tissus animaux que dars celui de cellules micro-
biennes. . HENDIER a donc proposé un nouveau
systeéme qui fait intervenir les phospholipides des membrancs
intracytoplasmiques dans lc mécanisme d'activation et de poly-
mérisation desg acides aminés, soit sous la forme de complexe
phospholipidcs-acides aminés, seit sous la forme A'ansocia-
tions phospholipides—ARN, présents dans 1'ergastoplasme, Selen
TRIA ¢t BARNABEI (165) lcs cathepsines joueraient un rdle dans
la pénétration des acides aminés dans la ccllule ; les acides
eminés sc fixeraicent sur la membrane cellulaire sous forme de
phosphatidopeptides, pour &tre ensuite libérés dans le cyto-
plasme par les cathepsines et &%re pris en charge par les com—
plexes phospholipides —-ARN de 1'ergastoplasme.

Ces mécanismes sont & 1'étude actuellenent et les
données expérimentales ne sont pas encore suffisamment
concordantes pour pouvoir confirmer ces hypothéses.
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ACIDE AMINE TRIPLETS DE _CODAGE (ARN m. )
Alanine CUG , CAG , CCG
Arginine GUC GAA GCC
Asparagine UAA CUA CAA
Acide aspartique GUA GCA
Cystéine GUU
Acide glutamique AUG AAG
Glutamine UAC AAC
Glycocolle GUG GAG GCG
Histidine AUC ACC
Isoleucine UUA  AAU CAU
Leucine uucC CCU UGU UAU
Lysine AUA AAA
Méthionine AGU
Phényl-alanine Uuutu  Ucy
Proline Cuc CAC cce
Sérine CUU0  ACG  UcC
Thréonine UCA  ACA CCA
Tryptophanne UGG
Tyrosine AUU ACU
Valine UuuG

TABLEAU C

Code géncétique des triplets nucléotidiques
correspondant aux différents amino-acides.,
d'aprés OCHOA (160).
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B - ACIDES NUCLEIQUES, SYNTHESE DES PROTHEINES ET
MITOSE

Les recherches de CASPERSSON et de BRACHET, puis celles
de nombreux autres auteurs, ont démontré: "gqu'il existait une
corrélation étroite entre la teneur en ARN d'une cellule et
son aptitude & synthétiser des protéines', d'une part, et
"que l'intégrité de 1'ARN est, dans les cellules vivantes
indispensable pour gue la croissance, l'activité mitotique,
L'incorporation des acides aminés dans les protéines et la
synthése méme de celles-—ci puissent se produire', Clest sur
ces deux notions fondamentales gue repose la démonstration que
les ARN interviennent indirectement par 1'intcrmédiaire des pru-
téines & lo synthése desquelles ils participent, dans la mito-
se.

De nombreux arguments expérimentaux pourraient &tre ap-
portés dans cette démonstration et nous nous bornerons & citer
ceux qui sont les plus slrs et les plus démonstratifs.

1 - La vitesse 4'échange des acides aminés dans les pro-
téines est plus élevée dans les tissus qui sont le siege de
mitoses actives (Tableau D).

2 — Les tissus qui possedent une activité mitotique impor-

tonte sont riches en acides ribonucléiques {(Tableou E).

3 - Il existe un parallélisme étroit entre les mitoses,
la Teneur en ARN et la synthese des protéines chez les Bac-
téries qui sont en phase logarithmique de croissance et le

taux des ARN est proportionnel au taux de la croissance.

4 — Le métabolisme des acides nucléiques mesuré par la
vitesse des échanges de l'azote et du phosphore isotopiques,
est beaucoup plus actif dans les cellules des tissus qui sont

le siége de mitoses nombreuses.



TABLEAU D,

Vitesse d'échange de l'alanine marquée dans
les protéines de tissus divers (en coups par minute)
d'aprés ZANECNIK & Coll, (166)

. g ! Toie ; - : *Fraction non®

. Nggégl . en . fggigl . Hépatome  néoplasique

oo g TEgEMETAtion | T e ;de_Llhépatome ;

o8 a o179 P es5 91
TABLEAU E

Teneur en acide ribonucléique (exprimée en ng de phosphore
pour 100g de tissu frais) de différents tissus du Rat et de 1la
Souris (d'aprés SCHNEIDER) (167)

Tumeur du poumon 59,6

00 °° 00 &9 oo

; Rein 27,2 X
: Rate 42,5 :
: Foie 63,4 :
; Rat Pancréas 179 ;
f Iuscle 6,7 f
; Coeur 12,4 ;
: Cerveau 17,5 f
: Poumon 18 :
: Sarcone de Jensen 53,2 :

Souris Poumon 22,6 :
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5 - La ribonucléase inhibe les synthéses des protéines
et arréte les mitoses. L'injection de ribonucléase dans des
oeufs fécondés d'Oursin empéche la segrmentation. L'immersion
de racines d'oignons dans des solutions de ribonucléase
inhibe 1l'incorporation des acides aminés dans les protéines
et provoque l'arrét de la croissance. Des résultats identiques
ont été obtenus avec des amibes, des bactéries et des virus

6 - La plupart des facteurs antimitotiques, qu'ils soient
de nature physique, comme les radiations ionisantes ou le
rayonnement ultra-violet, ou de nature chimique, comme les
moutardes azotdes ou comme les antimétabolites nucléiques,
sont des agents de dénaturation des acides nucléiques.

CONCLUSIONS

les interrelations fondamentales gqui unissent la
chimie et le métabolisme des ARV aux deux facteurs biologiques
essentiels & 1'équilibre vital de la cellule, 2 savoir l'héré-
dité et la mitose, suffiront & Justifier notre travail, Cet
exposé succint démontre en effet que 1'hypothese du cancer,
maladie des ARN, permet d'expliguer le phénomene néoplasique.
Cette hypothdése de travail impose la mise au point de méthodes
a'étude des ARN, particulierement fines et sensibles; pour
permetire de déterminer des modifications dans la composition
ou dans les séquences nucldéotidiques des acides ribonucléigues.
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Les ribonucléoprotéides, contrairement aux désoxyribo-
nucléoprotéides, sont solubles dans le chlorure de sodium
0,14 M, et cette proprié¢té a été mise & profit pour la prépa-
ration des ribonucléoprotéides par MIRSKY & POLLISTER (176)..
Leur néthode d'extraction des ribonucldoprotéides tissulaires
par le chlorure de sodium 0,14 M a été appliquée par de nom—
breux auteurs, en particulier par KERR & SERAIDARIAN (177),
VOIKIN & CARTER (178), KAY & DOUNCE (179), qui ont utilisé
des procédés différents pour réaliser la dissociation des
ARN et des protéines, .

Procédé de KERR & SERAIDARIAN,
Dans le procédé de KERR & SERAIDARIAN,
les ribonucléoprotéides sont dissociés par le chlorure de

sodium & demi-saturation pendant 36 heures. L'addition & la
solution obtenue d'acide chlorhydrique jusqu'a pH 4,2 permet

de précipiter les protéines qui sont élimindes par filtration.
Les ARN contenus dans le filtrat, sont précipités par 1'éthanol.
Cette technique a permis aux Aubteurs de préparer 1'ARN de
pancréas (180) et a été utilisée par GOID & STURGIS (181) pour
1'étude des ARN de foie et d'utérus de rate.

Procédé de VOLKIN & CARTER. y
VOIKIN & CARTER (182) ont décrit, en
1951, une méthode de préparation des ARN des tissus animaux

dans laguelle la solution de nucléoprotéines, extraite par le
chlorure de sodium 0,15 M tamponné & pH 6,8 , est additionné
de chlorhydrate de guanidine (concentration finale 2 M). Le
mélange est porté & 38°C pendant 30 mm, puis & 0° pendant

1 heure. La plupart des protéines restent en solution, tandis
que les ARN forment un précipité gélatineux, qui est recueilli
par centrifugation et lavé avec la solution de chlorure de
sodium tamponné et de chlorhydrate de gnanidine. Les ARN SQnt
débarrassés des traces de protéines par le procédé de SEVAG
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HISTORIQUE

I -~ PREPARATION DES ARN.

A
B ¢+ Préparation des tissus en vue de 1'étude des

Isolement des ARN purs.

ARN sans isolement préalable.

IT -~ PROCEDES DE DETERMINATION DE LA COMPOSITION MOLAIRE
DES ARN,

A

Détermination des rapports molaires des bases
constituant des ARN,

B : Détermination des rapports molaires des
nucléosides des ARN,

¢ : Détermination des rapports molaires des
nucléotides des ARN.

IIT - CONCIUSIONS.
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" I - PREPARATION DES ARN

La composition molaire ou centédsimale en bases,
nucléosides ou nucléotides, des ARN, peut 8tre déterminde,
goit sur des ARN purs, soit directement sur des préparations
de tissus, sans réaliser 1l'isolement préalable des ARN,

A - ISOLELENT DES ARN PURS.

Lo plupart des auteurs qui se sont attachdés a la
détermination de la composition des ARN se sont efforcés
d'isoler ces composés a 1'état pur. Feu de méthodes étant
satisfaisantes, on a vu s'accumler dans la littérature de
nombreuses descriptions de techniques plus ou moins "quantita-
tives) plus ou moins "sélectives" et donnant des préparations
A'ARN plus ou moins dégradées (voir revues générales de
MNAGASANIK (168) 4 de JORDAN (169) et da'ALLEN (170)).

1°) Méthodes anciennes.

Les AT des tissus animaux ont été préparés, soit
par extraction directe & partir des tissus délipidés, soit par
dissociation des ribonucldéoprotéides préalablement isolés,

L'extrac-
tion des ARN Jtoit cffectuée & 1'nide du chlorure de soliw:.
a 10 p. 100 & 1'ébullition, selon un procédé analogue & celui

de CLARKE & SCHRYVER (171) mis au point pour la préparation de
1'ARN de Levure, Cette technique plus ou moins modifiée, a &été
appliquée par DAVIDSON & WAYMOUTH (172), CHARGAFF & Coll.(173),

TSUBOI & STOWELL (174) et DAVIBSON & Coll. (175).
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Les ribonucléoprotéides, contrairement aux désoxyribo-
nucléoprotéides, sont solubles dans le chlorure de sodium
0,14 M, et cette propriété a été mise & profit pour la prépa-
ration des ribonucléoprotéides par MIRSKY & POLLISTER (176)..
Leur méthode d'extraction des ribonucléoprotéides tissulaires
par le chlorure de sodium 0,14 M a été appliquée par de nom-
breux auteurs, en particulier par KERR & SERAIDARIAN (177),
VOIKIN & CARTER (178), KAY & DOUNCE (179), qui ont utilisé
des procéddés différents pour réaliser la dissociation des
ARN et des protéines., -

Procédé de KERR & SERAIDARIAN,
Dans le procédé de KERR & SERAIDARIAN,
les ribonucléoprotéides sont dissociés par le chlorure de

sodium & demi-saturation pendant 36 heures. L'addition & la
solution obtenue d'acide chlorhydrique jusqu'a pH 4,2 permet

de précipiter les protéines qui sont élimindes par filtration.
Les ARN contenus dans le filtrat, sont précipités par 1'éthanol.
Cette technigue a permis aux Auteurs de préparer 1'ARN de
pancréas (180) et a été utilisée par GOILD & STURGIS (181) pour
1'étude des ARN de foie et d'utérus de rate.

Procédé de VOIKIN & CARTER. §
VOIKIN & CARTER (182) ont décrit, en
1951, une méthode de préparation des ARN des tissus animaux

dans laquelle la solution de nucléoprotéines, extraite par le
chlorure de sodium 0,15 M tamponné & pH 6,8 , est additionné
de chlorhydrate de guanidine (concentration finale 2 M). Le
mélange est porté & 38°C pendant 30 mm, puis & 0° pendant

1 heure. ILa plupart des protéines restent en solution, tandis
gue les ARN forment un précipité gélatineux, qui est recueilli
par centrifugation et lavé avec la solution de chlorure de
sodium tamponné et de chlorhydrate de gnanidine., Les ARN sont
débarrassés des traces de protéines par le procédé de SEVAG



(183) (agitation & 40°C, avec un mélange de chloroforme et
d'octanol (5/1)). Ils sont purifiés par précipitation éthano-
ligue de leur solution agueuse, redissous dans le chlorure de
sodium 0,05 M et précipités de nouveau par 1!'éthanol.

La méthode de VOIKIN & CARTER a été modifide par GRINNAN &
MOSHER (184) gqui ont porté 1la concentration en chlorhydrate
de guonidine & 4 M.

Procédé de KAY & DOUNCE.

Les détergents anioniques qui préci-
pitent les protéines en les dénaturant avaient été utilisés
avec succes pour la préparation des ADN & partir des désoxy-
ribonucléoprotéides. KAY & DOUNCE (18%) ont étendu leur
utilisation & la préparation des ARN tissulaires : la technique
des auteurs consiste & ajouter & une solution de ribonucléo-—
protéides dans le chlorure de sodiunm 0,14 M, du dodécyl-
sulfate de sodium (SDS) & 5g p. 100 dans une solutien aqueuse
d'éthanol & 45 p. 100 (v : v), sous agitetion, puis de la soudc
& 10 p. 100, jusqu'a pH 7. L'agitation est poursuivie pendant
trois heures et du chlorure de sodium solide est ajouté (con-
centration finale 3 1 M). Les protéines dénaturdes sont
éliminées par centrifugation et les sels de sodium des ARN

sont précipités de la solution surnageante par 1'éthanol.

2°) Méthode "au phénol".

En 1956, KIRBY (186) déerit une méthode d!'isolement
des ARN des tissus de Mammiferes dans laqguelle 1'homogénat
tissulaire est traité par un ég2l volume de phénol agueux &

90 p. 100 sous agitation pendant 1 heure a 23°, Une centrifu-
gation permet de rccueillir une phase agueuse qui contient Je«
AR, tandis que les protéines dénaturées se trouvent dans la
phase phénolique ou dans 1'interphase. La phase aqueuse
renferme également des polysaccharides (le glycogéne, en parti-
culier) qui sont éliminés par trajtement avec le 2-méthoxy-



- 70 -

éthanol et le phosphate 1,25 M suivi de centrifugation. Ia
solution surnageante est purifiée par dialyse et les ARN pré-
cipités par 1'éthanol apres addition d'acétate de potassium
(cencentration finale 2 p. 100).

39) Méthode de TRAVAGLINI & MELONT.

Tn 1962, TRAVAGIINI & lLELONI (187) ont publié une
méthode d'extraction et de séparation des acides nucléiques
d'un homogénat cellulaire effectué dans le chlorure de césium
saturé. Une centirifugation en gradient de densités dans du
tampon phosphate 0,05 I de pH 6,4, contenant du sulfate de
magnésium 0,01 M et saturé en chlorure de césium permet
d'obtenir les acides nucléigues et les polysaccharides d'une
part et les protéines et les lipoprotéines d'autre part. ARN
et ADN sont ensuite séparés par centrifugation dans un autre
gradient de densité., Selon ces auteurs, l'extraction est
totale et fournit des acides nucléiques non dégradés., Toute-
fois, une partie des ARN reste conjugée avec les protéines et
1'élimination du chlorure de césium nécessite, en outre, une
dialyse.

CEITIQUE DES METHODES D'ISOLEMENT DES ARN.

Tous ces procédés d'isolement et de purification
des ARN ont été mis au point pour faciliter 1l'analyse de ces
macromolécules. Cependant, si 1l'on compare les résultats
obtenus par les différents auteurs qui les ont utilisés pour
déterminer la composition nucldéotidique, on est frappé par
leur grande divergence (Tableau I). On comprendra facilement
celle-ci en faisant la critique des méthodes de préparation
des ARN.
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TABLEAU T

COMPOSITION CENTESIMALE DES ARN DE FOIE DE RAT
PREPARES PAR DIFFERENTES METHODES.

s AUTEURS ¢ . creecdes g o o L o i A
N . d'extraction | . . . .
:DAFIDSON &  : Chlorure de **, : s " ey
sSMELLIE (188) : sodium 10 p. : 20,9 : 33,4 26,6 s 19,17
: s 100 100° : : : : $
fGOID & f Chlorure de : f f ,f f
'STURGIS (189) ° sodium 1/2 ¢ 27,8 332,2 +18,9 3 21,1 3
: ? saturation : : . : :
¢ VOIKIN & : Chlorhydrate s : : x 2
(CARTER (190) : de gusnidine : <1092 ¢ 32,8 34 . 187
sKIRBY (191) phénol s 16,2 : 34,8 :29,7 : 19,3 3

U, G, C, A 3 respectivement, acides uridylique, guanylique,
cytidyligue et addénylique.,

I
23]

: Composition calculée d'aprés les résultats des

Auteurs.

Ly
i

: ADN extrait & partir de nucldéoprotdéines pricipitdes

par ltacide trichloracdétique.
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1°) Toutes les techniques que nousavons décrites sont
longues et d'application délicate,

De plus, elles exigent des quantités importantesde
tissus. Enfin, elles comportent deux causes d'erreur princi-
pales : le risque de 1l'hydrolyse engymatique des ARN au cours
des manipulations et le risque d'une extraction non quantita-
tive ou préférentielle de certaines classes d'ARN,

2°) Dégradation des ARN au cours de leur isolement.
a) Méthodes anciennes.

Les ARN sont extrémement sensibles 2
l'action des nucléases, or, dans toutes les méthodes que nous
avons décrites, celles-ci ne sont pas inhibées,; ou, si elles
le sont, elles le sont trop tardivement. En effet, l'hydrolyse
enzymatique des ARN s'effectue au cours de la préparation des
tissus, précédant l1l'extraction des ARN par le chlorure de
sodium a 10 p. 100.

Flle a lieu également pendant la dissolution des ribonucléo-
protéides dans le chlorure de sodium 0,14 II qui constitue
1'étape préliminaire commune de la plupart des méthodes
anciennes ; elle continue pendant la dissociation des ARN

et des protéines, dans le procédé de KERR & SERAIDARIAN, (192).
Le traitenent des tissus par le chlorure de sodium a 10 p.100
3 1'ébullition (procédé de DAVIDSON & WAYMOUTH (193)), celui
des nucléoprotéides par le dodécyl sulfate de sodium (procédé
de KAY & DOUNCE (194)) ou par le chlorhydrate de guanidine
(procédé de VOIKIN & CARTER (195)), dénaturent les enzymes
hydrolytiques mais leur action est trop tardive. _
D'heureuses modifications ont été apportées & ces techniques 3
c'est ainsi que DAVIDSON & SMELLIE (196) ont préconisé de
précipiter les nucléoprotéides par 1l'acide trichloracétique
avant de procéder & 1l'extraction des ARN par le chlorure de
dodium & 10 p. 100 ; d'autre part, VOIKIN & CARTER (197) ont
conseillé d'homogénéiser directement le tissu frais dans la
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chlorhydrate de guanidine 2,5 M froid., MNalgré ces améliorationsﬁ
les méthodes précédentes demeurent sujettes & critigue : nous
verrons plus loin (p.(5 ) que 1l'extraction des ARN par le
chlorure de sodium a 10 p. 100 n'est pas guantitative ; d'autre
part, le chlorhydrate de guanidine n'inhibe la ribonucléase

qu'd la concentration de 4 M (voir SELA & Coll. (198)).
Une amélioration sensible de la méthode de VOIKIN & CARTER &
¢té obtenue en 1062 par COX & ARNSTEIN (199) qui seublent
obtenir des ARN non dégradés.

b) La méthode "au phénol".

Elle fut considérée pendant quelqgue

temps comme l'une des meilleures méthodes d'extraction des ARN.
Le phénol, en effet, inhibe les nucléases. Cependant en 1959,
LASKOV & Coll, (200) signalent qu'ils obtiennent, par la
technique de KIRBY (201), a partir du foie de rat, un matériel
polydispersé de poids moléculaire bas, Aussi, ces auteurs préco-
niserent-ils quelques modifications, comme le broyage du tissu
préalablement congelé et 1'addition, & la poudre obtenue
d'EDTA (éthyléne diamine tétrascédtate de sodium) 1074 M., avant
son traitement par le phénol & 20 p. 100,

KIRBY lui-m8me (202) s'apercut que les ARN obtenus étaient
partiellement dégradés et 11 conseilla d'effectuer l'extraction
en présence de naphtaléne 1-5 disulfonate. Plus tard (203) il
ajouta au phénol aqueux de la 8-hydroxy-quinoldéine et obtint
des préparations moins riches en acide guanylique dont€ "moims
dégradées’,

Toutefois, 1'étude de la composition chimggue de la "fraction
ATXNY obtenue par la méthode d'exbraction phénolique a montré
(MONTREUTIL & Coll. (204)) qu'elle renfermait, outre des ADN et
des protides divers, des nucléotidyl peptides et des nucléo-
protéides intacts. Ces composés, hydrolysés en méme temps que
les ARN, peuvent évidemment apporter une errveur dans la détermi-
nation de la composition des ARN. Cette fraction contient aussi

des nucléosides 5' mono et polyphosphates qui sont éliminés pour



- 74 -

la plupart par dialyse mais cette opération de purification
est dangercuse, En effet, la ribonucléase survit & 1'extrac—
tion phénolique (LITTAUER et Coll. (205) ; HUPPERT et PEIIONT
(206) ) et les ARN subissent 1'hydrolysc enzymatique dés
1'élimination du phénol, c'est & dire nu cours des opérations
de purificntion s précipitotion des polysccchnrides & 1'nide
du méthoxyéthonol et du phosphnte de sodium I,25 M et surtout
dinlyse prolongée de 1o solution A'ARN, Aussi, en 1963,
KIDSON, KIRBY et RALPH (207) modifiérent de nouveru leur
technique 3 ils ~joutérent & 1~ phose nqueuse, du 4 omino-
snlicylate, du dodéceyl-sulfnte de sodium (préconisé déja en
1959 por HALL et DOTY (208) et procédérent & un deuxidme trai-
tement phénoligue. Du benwzonte de sodium fut ojouté a 1 nou=
velle phase aqueuse et les ARN furent précipités por 1'éthanol,
C'est dons le but d'éviter ~ussi une hydrolyse
enzynotique des ARN au cours de leur isoleient que SARKAR (209)
conseilln d'homogénéiser le tissu directeirent dons le phénol
aqueux. Lo méthode d'extroction phénolique des ARN o encore
¢té améliorée por 1'nddition de Bentonite ~u milieu d'homno-
généisntion. SINGER et FRAENKEL CONRAT (210) ont nontré que
son emploi ~ugmentait 1'infectivité et 1ln stobilité de 1'ARN
préporé & poartir des Virus et 1'utilisntion de 1o Bentonite
est nointenont généralisée. Il convient toutefois de signoler
que HITCHBORN et DUNN (211) ont montré que 1'élimin~tion incom-
plete de 1n bentonite introduit une couse d'erreur si l'on
étudie, opres hydrolyse ncide, lo composition en bnses. Au con-
traire, les nucléotides sont peu affectés surtout en milieu

alcalin.

¢) Méthode de TRAVAGIINI et MELONI.

Cette technique ne parnit pas ovoir regu de nom-
breuses applications, peut &tre & couse des risques d'hydra-
lyse des ARN au cours de la dialyse.
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3°) Les pertes d'ARN au cours de 1'extroction.

o) Méthodes oncienncs : Lo teneur des tissus en ncides ribo-
nucléiques peut &tre déterminde por les néthodes de SCHNEIDER
(212), A'OGUR et ROSEN (213) ou de SCHIIIDT et THANNHAUSER
(214) (voir plus loin). Les résultats obtenus permettent de
colculer le rendement des technigues d'isolerent des ARV, I1
est de 50 p. 100 pnr 1o méthode de KAY et DOUNCE (215), de

15 p. 100 & 20 p. 100 por celle de KERR et SERAIDADIAN (216)),
de 20 & 30 p. 100 par celle VOILKIN et CARTER (217). D'-utre
part, le chlorure de sodiun a 10 p. 100 n'extrait & 100° ¢
que les 70 p.100 des ARN, selon WEIL (218). Ces faibles ren-—

dements soulignent 1l'iuportonce des pertes en ARN (ou en cons-

tituwnts des ARN puisqu'il y o dégrndation). Dons ces condi-
tions, il est difficile de s'ndresser & de telles prépnrations
pour déterminer 1n composition des ARN +tot ux d'un tissu
donné.

b) La néthode de KIMBY ne rénlise pos non plus une extraction

guontitative des ARN, en prenier lieu, parce que 1o précipi-
ttion des ARN de 1~ phase agueuse n'est pns totnle et en
second lieu porce que les procédés "~u phénol" rénlisent un
froctionnernent des ARN,

o ) Précipitotion des ARV 3 Les ARN peuvent 8tre précipités de
la phase agucuse por 1'éthrnol (LITTAUER 219 ; KIRBY 220 )

mois owussi por le sulfote d'nomoniun ou le chlorure de sodiun
(COLTER 221). Les ARN précipités por le sulfote dfarmoniun

sont riches en protéines dénnturées et en polysnccharides. Au
contraire, les ARN préparés prr le chlorure de sodium 3 I sont
protiguenent purs (LASKOV 222) ; il ét~it donc tent, nt drap-
pliquer ce procédé. Cependant, les rendeuents obtenus par ce
type de précipitation sont inférieurs & ceux que donne 1o puri-
fication par 1'déthanol, TASKOV 2 montré que ces foibles
rendenents étoient dfs & 1o perte de molécules de faible cons—
toante de sédinentation. Maintenant que 1'on connait 1'existence
des ARN de tronsfert 4 S, cette perte parnit extrémement grave.

Elle s'explique aisément qunnd on se souvient des trovaux de
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CRESTFIEID & Coll. (223) qui ont nmontré dés 1955, qu'une

partie de 1'ARN de levure ne précipitait pas par le chlorure

de sodiun 1 M, Ce froctionnement des ARN par le chlorure de
Sodiun o été confirmé par de norbreux auteurs et o été utilisé
pour séparer les différentes classes A'ARN (voir "Généralitds"p.
26 et "Applications de la méthode de KIRBY" p.77 ). |
Enfin la précipitation éthanolique des ARN a partir de la

phase agqueuse o é¥é critiquée parce qu'incompléte (SAMIS &
Coll. (224) ) et dépendont de 1o concentration de 1'alcool,
Selon SEGOVIA & Coll. (225), ce sont les polysaccharides pré-
sents dans cette phase qui nodifient lespropriétés physiques
des ARN et en particulier leurs coracteres de solubilité dans
1'alcool.

D'autres agents de précipitotion des ARN ont été récemment
préconisés ¢ ils pernmettent d'éliminer ropidenent les polysac-—
charides, et d'éviter toute dialyse.

~ Brormre de cétyltriméthylormoniun (RALPH & BELLAMY (226))
- Sels de triéthyl ou tétraméthylammonium gqui donnent des sels
"d'ARN solubles dans 1'éthonol & 50 p. 100 (voir revue générale
de KIRBY (227)). '

« Sulfaote de Protonine (PHILIPPS & Coll. (228))

~ Trichlorure d'indium (SAIIS & Coll. (229))

- Trihexylomine ou 22' diéthyldihexylamine (KIDSON & Coll,
(230)) qui donnent des sels d'ARN solubles dans les solvants
organigques.

Lo purification des ARN peut en outre &tre poursuivie par
"passage" de leur solution sur colonne de Séphadex. (voir par
exerple HYMER & Coll. (231) ou SEBRING & Coll. (232)).

SIBATANT & Coll. (234) ont montré qu'il restait des ARN dans
1o phase phénolique et que lo technique de KIRBY (235) séparcit
"les ARN en deux classes métaboliquenent distinctes et de corpo-

sitions différentes.

-~
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Depuis, de nombreux oubteurs pormi lesquels, YAMANA & Coll.
(236), EDMONDS (237), OTAKA (238), MIIMAN (239), KIT (240) ont
confirmé la possibilité de fractionner les ARN par le phénol
agueux et 1la néthode de KIRBY a le nérite d'oavoir é+¢ le

point de départ de recherches de plus en plus noribreuses sur
1'hétérogénéitdé des ARN,

Applicotions de 1o néthode de KIRBY.

Presque en néne temps que SIBATANT
& Coll. (241), GEORGIEV & Coll. (242) ont signalé gue la ndthode
néthode de "préparation phénoligque" des ARN n'étoit pas guanti-

tative. Les ARN qui restent dons la phase phénolique ou plus

exoctement dans 1'interphase, sont beaucoup plus radioactifs
que les ARN extraits dans la phase agueuse, lorsque les molé-
cules ont été marquées préalablement par des précursuers
rodioactifs. Ces ARN étaicnt donc vraisembloblement A'origine
nucléaire 5 il avait été dénontré en cffet, que les ARN
nucléaires incorporaient plus roapidement les précurseurs
marqués que les ARN cytoplasmiques (voir ~le Chapitre IIT).

' .~ GEORGIEV & Coll. (243) prouverent, en effet, qu'ils
appartencient & 1'appareil "nucléolochromosonnl™ et étaient
constitués d'un mélonge A'ARN de haut poids moléculaire., Dés
lors, la nméthode de KIRBY fut modifide et améliorée pour per—
nettre

- 501t une extrnction totale des ARN dans la phase agueuse
(HTATT) (244)

- s0it une extraction sélective des ARN "rapidement nmargués"
(GEORGIEV & Coll.)(245), (SIBATANI)(246), (KIDSON & Coll.)
(247). Ces ARN métaboliguement actifs étaient considérés corme
les ARN nessagers porteurs de 1l'information génétique et tout
o été mis en oeuvre pour les isoler et les étudier.

Selon HIATT (248), ces ARN peuvent passer dans la phase agueuse,
si on ajoute 2u phénol du dodécylsulfate de sodium. Lo récupé-
ration des ARN nucléaires n'est toutefois que de 72 p. 100 et
la préparation renferme un peu d'ADN.
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KIDSON & Coll. (249) trouvent que 1'ARN rapidement nargué

peut Stre isolé du gel de nucléoprotéides constituant 1'inter-
phase, par extraction avec le 4-aminosalicylate et le phénol.
GRORGIEV & MANTIEVA (250) extroient les ARN restés dans 1'in-
terphase par un traitement de celle-ci avec du phénol agueux

& houte température., A 45° un ARN de type riboscmal. passe dansla
phase agueuseytandis qu'd 60° on recueille un ARN dont 1a
composition rappelle celle de 1'ADN. Ces auteurs ont isolé

4 partir du foie de rat 1'ARN messager dont 1'existence était
pressentie depuls quelgues onnées.

Simultanément, SABATANI & Coll. (251) mettaient cux aussi en
évidence un ARN de méme composition gue 1'ADN dens la "fraction
nucléolaire" de thyrus de Veau préalablement isolée. Une
extroction phénolique & 25° leur o permis d'obtenir des ARN
ribosomoux ; 1'interphase débarrassée de toute trace de phénol
est cnsuite traitée par l'eau qui extrait les ARN messagers,

La néthode d'extraction phénoligque des ARN représente donc un
excellent procdéddé de froctionnement de ces derniers. Toutefols,
les résultats du froctionmenent dépendent de la température,

du pH et des ions inorganiques présents dans le milicu utilisé.
Selon KINURA (252), lc phénol agueux doit contenir du chlorure
de sodium 0,14 & 0,24 M et “tre tamponné & pH 6,8 avec du
phosphate de sodium 0,02 M, pour obtenir un bon fractionnecment.
D'une nmaniére générale, les ARN cytoplasnmiques sont extralts
par le phénol & basse température, en méne temps que les ARN
du suc nucléaire (ARN solubles ou de tronsfert et ARN riboso~
maux) ; deux froactions ARN nucléaires sont obbenues 4 haute
température ¢ a4 45°C, ARN ribosomal, et a 60°C, ARN messager,
tous deux appartenant & "1'appareil nucléolochromosomal',
(GEORGIEV & Coll.)(253), (COOLSMA & Coll.)(254).

Tes ARN extraits & basse tenpérature peuvent &tre fractionnés
par le chlorure de sodium M qui précipite les ARN ribosonaux,
tandis que les ARN de tronsfert (ARN S) restent en solution.
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D'autres chercheurs préférent effectuer une extraction totale
des ARN par le phénol agueux & haute température et fraction—
ner ensuite les ARN par des nméthodes chromatographiques ou
par centrifugation en grodient de densité (SCHERRER & Coll.)
(255), (HYMER)(256), (XKOCH)(257), par exemple.

CONCLUSION

Au moment ou nous avons cormencé ce travail les
néthodes d'isolencnt des ARN n'étaient pas quantitotives et
fournissaient des molécules profondément dégradées. Il nous
a donc paru indispensable de déterminer la corposition des
ARN tissulaircs sans les isoler au préalable, & 1o suite
dtautres auteurs comme WERKHEISER & €611, (258), .

DE LAMIRANDE & Coll. (259), ELSON & CHARGATF (260)., En méne
temps gque nous, quelques chercheurs s'attachaient aussi & ce
probléme : voir KLEINSCHMIDT (261) et WEILL (262) par exemple.

B — PREPARATION DES TISSUS EN VUE DE L'ETUDE DES
ARN SANS TSOLELENT PREALABLE,

lusieurs néthodes de traiterment des tissus en vue du dosage
des acides nucléiques avaicent été décrites et il nous parais-
salt raisonnable de les appliquer pour obtenir des préparations
renfernant le totalité des ARN tissulaires. Il s'agissait des
procédés de SCHNEIDER (263), d'OGUR & ROSEN (264) et de

SCHIMIDT & THANNHAUSER (265).

1°) Procédé de SCHNEIDER.

Dans le but de déterminer la teneur des tissus en
acides nucléiques, SCHNEIDER (266) a ris au point, en 1945,
une néthode d'extraction de ces acides par 1l'acide trichlora-
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cétique chaud. Cette méthode consistait & chauffer un hono-
génat tissulaire avec de 1l'acide trichloracétigue & 5 p. 100
pendant 15 mm, apreés avoir ¢lininé les composdés acido-
solubles (dans l'acide trichloracétique froid) et les phos-
pholipides par ébullition dans un mélange d'alcool et d'éther.
L'acide trichloracétique chaud dissocie,en effet, les nucléo-
protéines. SCHRAMM & DANNENBERG (267) 1'avaient démontré 2
propos de 1'ARN du virus de la nmosalgue du tabac gqui est
guantitativenent libéré par 1'acide trichloracétigue chaud.
Cette dissociation peut mlme se produire guand le tissu est

en contact prolongé avce de l'acide trichloracétique froid
(KAPLAW, GREENBERG (268)). Il est bien évident gque, dans ces
conditions ce sont les produits de dégradation des acides
nucléiques qui sont extraites, tondis gque les protéines déna-
turées précipitent. Cette méthode n'est donc pas "préparative",
nais le dosage des constituants nucléiques extraits (dosage en
lumiere ultra—-violette, dosage du phosphore ou des pentoscs)
peut constituer un mode de détermination de la teneur en

acide nucléique des tissus traités.

D'autres acides ont été utilisés pour scinder les
nucléoprotéines s DAVIDSON & WAYMOUTH (269) et SEVAG, SENOLEUS
& LACKMAN (270) ont employé 1'acide chlorhydrique et CASPERSSON &
HAUMARSTEN .(271) 1'acide malonique. Mais ces deux acides ne
sont pas des agents précipitants des protéines aussi efficaces
que l'acide trichloracétique.

Aprés avoir fait des études cindtiques de 1l'action
de 1l'acide trichloracétique en fonction du temps et en fonction
de la concentration, SCHNEIDER proposa le mode opératoire
suivant 3

Le tissu est honogénéisé dans l1l'appareil de POTTER &
ELVEHJEM (272). Les composés acido-sclubles sont éliminés par
traitement de l'honogénat avec de 1l'acide trichloracétique
froid (concentration finale 3 7 Do 100) et centrifugation. Le
précipité formé est suspendu dans 1'éthanol, puis recueilli
par une nouvelle centrifugation. Un second lavage par 1'éthanol

perret d'éliminer toute troce d'acide trichloracétique et le
culot acido-insoluble est délipidé, avec un nélange d'alcool
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et d'éther (3/1) & 1'ébullition (3 fois 3 mn). Le résidu
suspendu dans l'eau distillée est lavé avec un égal volune
d'acide trichloracétigue & 10 p. 100 puis mélangé avec de
l'acide trichloracétique & 5 p. 100 et chauffé pendant

15 mm. & 90°C. ILa solution d'extraction est recueillie par
centrifugation ¢ les acides nucléiques totaux peuvent &tre
estimés apres dosage du phosphore selon la méthode de

LEPAGE & UMBREIT (273) ; 1'ADN par la réaction de DISCHE (274)
(dosage du désoxyribose) et 1'ARN par la réaction de MEJBAUM
(275) (dosage du ribose),

20) Procéddé d4'OGUR & ROSEN.

La méthode de SCHNEIDER a été critiguée par OGUR &
ROSEN (276) qui ont essayé de 1l'appliquer aux tissus végétaux.,
Ces autcurs ont vérifié que 1l'acide trichloracétique absorbe
la luniere & 260 ny et que par conséquent le dosage spectro-
photonétrique des acides nucléiques ¢tait faussé, D'autre
part, le dosage des pentoses est dans ce cas impossible, car
les extroits des tissus végétaux renferment des pentosanes
et des polyuronides. Legs Auteurs qaﬁposérent alors une
néthode d'extriction des acides nucléiques par l'acide per—
chlorique qui n'absorbe pas 1l'ultra-viclet. En étudiant Jes
conditions de temnps, de températurce et de concentration, ils
s'apercurent que 1'ARN était Beaucoup plus rapidement extrait
oue 1L'ADN, probablement sous une forme dégradée. L'acide
perchlorique normal en contact prolongé & 4°C avec les tissus,
extralt lentement les constituants de 1'ARN. Un traitement par
1l'acide perchlorique & température élevée (70°C) est néces-
salre pour solubiliser les constituants de 1'ADN,.

Ia détermination des acides nucléigues par spectro-
photométrie , par dosage du phosphore selon la néthode de
FISKE & SUBBAROW (277), des pentoses par la technigue de
MEJBAUM 7°78) modifide, du désoxyribose par la technigue de
DISCHE (279) étant concordants, les Aputeurs concluent a une
extraction compléte et sélcctive des ARN et des ADN.
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Cependant, corme ils préconisent d'éliminer les
substances alcoolo~solubles, éthéro-solubles et acido-solubles
avent de procéder & 1''"extraction® proprement dite des acides
ribonucléiques, il est fort probable gqu'au cours des ftroite—
ments préliminaires les ribonuc*zases tissulalres ont pu agir
et rendre ocido-solubles les produits de dégradation des ARN.
Cela est suffisant pour expligquer le "déficit" en ARN trouvé
par DE DECKEN (280) dans le foie de rat avec cette néthode.

I1 semble bien par conséquent que la méthode
décrite par SCHNEIDER soit plus satisfoisante que celle d'0OGUR
& ROSEN (toutefois, ceux—ci ont introduit ll'utilisation de
1t'acide perchlorique 0,2 N pour la précipitation des nucléo-
protéines).

D'autre part, de mnombreux auteurs (CASSEL)(281),
(PATTERSON (282), (OGUR lui-méme)(283), BADOLATO)(284),
(TEICHI)(285) ont montré que la technique d'OGUR & ROSEN sdépare
incompletenent ARN et ADN.

30) Procdédé de SCHMIDT & THANNHAUSER,

Le procédé de SCHMIDT & THANNHAUSER (286) parait a -
cet égard plus sotisfoisant. I1 offre en outre le nérite de
détruire tous lcs cngzynes dés le début des opérations sons
dégrader les ARN. Les nucléoprotéines sont précipitées par
1'acide trichloracétique froid puis hydrolysées par un alcoli.
L'ARN est ainsi scindé en ses constituants nucléotidiques j
les protéines sont hydrolysées en peptides et acides aminés
tandis que 1'ADN reste intact et peut &tre précipité de 1l'hy-
drolysat par acidification,

Le mode opératoire qui précede l'hydrolyse des
nucléoprotéines est identique & celui du procédé de SCHNEIDER

avec toutefols, les modifications suivantes 3

% Cette technique de précipitation est encore utilisée par
certains chercheurs,



- 83 ~

les tissus finement hachés sont suspendus dans 1'acide trichlo-
racétique & 7 p. 100 (p/v). En outre, la délipidation par
ltalcool~éther est poursuivie par le méthanol-chloroforme

(1 : 1) & 1'épullitiom et & reflux.

Lo, technique de SCHMIDT & THANNHAUSER o fait 1'ob-
jet des critiques d'OGUR & ROSEN (287), car la solution des
ribonucléotides renferment de nombreux produits de 1'hydrolyse
des protéines qui absorbent 1'ultra-violet. Cependant, TSANEV
& MARKOV (288) ont montré qu'il était possible de doser les
AERN par spectrophotométrie, en mesurant la densité optique &
deux longueurs d'onde différentes (/A max, du composé 2 doser

N nex. des contominents). DE DECKEN & DE DECKEN (289) préco-
nisent d'adsorber les ribonucléotides sur échangeurs d!'anions
et de les récupérer par élution acide de la résine. Aprés cette
purification, les résultats des dosages spectrophotométriques
concordent avece ceux des dosages des pentoses,

Dtautre part, des pertes A'ARN ont 4té nmises en évi-
dence au cours de la délipidation (VENKATARAMAN (290),
HALLINAN & 1l. (291), STEELE & Coll. (292), SRIPATI (293) )
et liexistence d'un ARN trichloracético-soluble o été signalde
par LEVY & LYNT (294), mais ces résultats demandent & 8tre
confirmés.

Enfin, 1o "fraction SCHMIDT-THANNHAUSER" renferme des
substonces phosphorées non nucléotidiques qui faussent les do-
sages de phosphore., Cette question sers développée plus loin
et nous verrons que certains de ccs composés ant été identifidés
et qu'il est possible de les ¢liminer,

CONCLUSTION

Malgré la présence de composés phosphorés non nucléo-
tidiques cdans "la fraction ARN", la technique de SCHMIDT &
THANNHAUSER représente la méthode de choix pour étudier la con~
position des ARN. Elle répond en effet, aux impératifs suivants:
~ détruire le plus t6t possible les enzymes pouvant dégrader
les ARN,

- séparer completenent les ARN et les ADN.
- &tre quantitative,
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IT - PROCEDES DE DETERIINATION DE LA COMPOSITION
MOLAIRE DES ARN.,

Trois tcchniques différentes paraissent & priori
applicables & la détermination de 1o conposition molaire des
ARN
- le dosage des bases préalablement libérdées par une hydrolyse
acide totale des AW,
- le dosage des nucléosides,
- le dosage des nucléotides 1ibérés par hydrolyse alcaline
des ARN,

Chacune de ces techniques nécessite 3 ¢tapes
- l'hydrolyse des acides nucléiques,
- la séparation chromatographique ou électrophorétique des
produits d'hydrolyse,
—~ 1lc dosage des constituants : bases, nucléosides ou nucléo-
tides.

A - DETERMINATION DES RAPPORTS MOLATRES DES BASES CONSTITUANT
LES ARN,

Cette méthode o attiré de nombreux chercheurs. En
effet, la sdéparation chromatographigue des bases sur papier
ou sur colonne est relativement aisdée : de nombreuses résines
synthétiques et différents systémes solvants ont été essayés
avec succes (voir la revue gdénérale de BOULANGER & MONTREUIL
(295)). Drautre part, la méthode de dosage spectrophotondtri-
que des bases est extrémencnt sensible et précise ; on pouvait
donc espérer, en associant ces deux procédés d'analyse,
déterminer avec exactitude la composition des ARN, lMalheureu-
sement, la libération guantitative dcs bases constituant les
ARN n'est pas réalisable, En effet, les nucldéotides pyrimi-
diques sont particulierement résistants aux agents d'hydrolyse
acide et dans les conditions d'hydrolyse qui permettent de
libérer gquantitativement les bases, on ne peut éviter la
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dégradation de celles-ci : désamination des bases aninées,
destruction des bases purigques.

1°) Hydrolyse des ARN et libération des bases.

HOTCHKISS (296) proposa d'utiliser 1l'acide chlorhy-
drique concentré a 120°C pendant 2 heures ¢ 1l'exbtréme pruta-
1lité de cette hydrolyse la fit abandonner et DALY, ALLFREY &
MIRSKY (297), préconisdrent alors 1'emploi d'acide chlorhy-
drique 6 N, pendant 2 heures & 120°C, cen tube scellé,

JARKHAM & SHITH (298), puis MacDONALD (299) utili-
serent l'acide sulfurique 1 N pendant 1 heure & 100°9C. Cette
hydrolyse conduit & un nélange de bases puriques et de nucléo-
tides pyrimidiques., Ceux-ci, peuvent, selon VISCHER & CHARGAFF
(300) aprés isolement, &8tre traités, par 1l'acide fornique
concentré en tube scellé a 175°C, pendant 2 heures, qui libére
alors les bases pyrinmidiques., Cette méthode a été appliquée a
1'étude de 1'ARN de Levure et du Pancréas de Rat ; mais
CHARGAFF & Coll. (301) ont montré qu'elle était imparfaite
car l'acide uridylique résistait 2 1'hydrolyse formigue.
L'hydrolyse partielle des ARN par l'acide sulfurique 1 N ou
1'acide chlorhydrigque 1 N 2 recgu de nombreuses applications
& la suite de lo mise au point par MARKHAM & SMITH d'un procédé
mixte de chromatographie des bases puriques et des nucléotides
pyrimidiques (MARKHAM & SMITH (302), SMITH & MARKHAM (303)).
Cependant ces auteurs mettent en évidence une légere déphos-
phorylation des nucléotides pyrimidigues et doivent appliquer
a8 leurs résultats unc correction de +5 p. 100 (304 ).

D'autre part, ABRAMS (305) estime & 7 p. 100 la désanination
de 1'adénine et de lo guanine provoguée par ces acides chouds.
Et enfin, LORING & Coll. (306) signalent la transformation
d'une partie de 1l'acide cytidylique en acide uridylique.,

MARSHAK & VOGEL (307) utiliscnt 1'ocide perchlorigue
12 N pendant 1 heure & 100° en tube scellé. Cette néthode

peut &tre appliqudée & des ARN tigsulaires non isoclés et a
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été employée par MARSHAK lui-néme (308), EIMES & Coll. (309),
SCHNEIDER (310), CROSBIE & Coll. (311). Ces derniers montré-
rent gque ce node d'hydrolyse ne libérait pas quantitativenent
les bases pyrinidiques, |
Enfin, une méthode d'hydrolyse par 1l'aocide trifluo-
roacdétique & 155°C pendant 80 mm 2 été décrite par DUTTA,
JONES & STACEY (312), mais, cette technique ne semble pas

avoir regu de nombrecuscs applications.

20) Séparation de bases.

a) Lo chromatographie des bases puriques et pyrimidiques
sur échangeurs d'ions a été introduite par COHN (313), et peut

8tre réalisde avec succés, soit sur résines cationiques (Dowex
50, par exemple), soit sur des résines anioniques (Dowex-1, °

par exemple). En effet, en milieu acide,l'ionisation des

groupes arinés de la guanine, de la cytosine et de 1'adénine
pernet leur fixation sur les échongecurs de cations; leur
élution est effectide par un acide dilué (HCL 2 N), L'uracile
n'est pas fixé sur lo résine et se trouve dans la fraction de

lavage & 1'eau de 1o colonne, Fn milieu alcalin, 1'énolisation

des groupements cétonigues des bases, leur confere des proprié-
tés acides et explique leur fixation sur les échangeurs
d'anions,

b) La séparation des bases peut &tre effectude par
chromatographie de partage sur colonne d'amidon (EDMAN & Coll.)
(314), DALY & MIRSKY (315), m2is c'est surtout 1la chromato-

raphie sur papier gqui a connu le plus de succes, en raison
P pap a ¥ ’

méme de son extréne simplicité.

c) De trés nombreux systénes solvants capables de réa-
liser la séparation des bases par chromatographie sur papier

ont été décrits
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Les plus satisfaisants sont les suivants

MARKHAM & SMITH (316) :
n~butancl/eau (86 : 14) }
n-butanol/éthanol/cau (50 ¢+ 15 3 35)
n-butanol/eou (atmosphdre d'ammoniaque)(86 = 14)
alcool isocamyligue saturé d'eau
n-butanol/ac, formique/eau (77 ¢ 10 3 13)

WYATT (317) : isopropanol/acide chlorhydrique/enu (170:41:39)
HC1 4 = 1,19

isopropanol/eau (65 : 35) ou (680 s 176 : 144).

Signalons aussi le systéme solvent de SIHITH % ..
IARKHAM (318) qui réalise lo séparation des nucléotides pyri-
midigques et des bases purigues obtenus par hydrolyse des ARN
par ltacide chlorhydrique ou par 1l'acide sulfurique 1 N a
100°C (voir plus haut)

butanol tertisire/acide chlorhydrique/ex
(700 ¢ 132 : 168)

d) Le séparation des bases peut enfin 8tre effectuée por
¢lectrophorése sur papier, par exemple dans 1la sclution tampon

suivante : acide citrique/phosphate (pH 2,2, 220 V, 8h.,)
(GHOSHE & BURMA) (319).

39) Dosage des bases.

Les bases puriques et pyrimidigues absorbent la lu-
mié¢re ultro~violette, et cebtte propriédté permet leur dosage
spectrophotométrique, Celui-ci peut &tre effectué sur les
éluats des résines et des colonnes d'amidon ou des carrés de
papier ddédcoupés sur le chromatogramne ou 1'électrophorégramme
et correspondant & 1'emnplacement des différentes substances
préalablement repérées en luniére ultra-~violette. Ces carrés
de papier sont introduits dans des petits réciplents avec une
solution appropriée (Acide chlorhydrique 0,01 N) qui extrait
les dérivés nucléiques. Les dosages sont effectuéds sur les
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solutions obtenues : on déduit, de la densité optique et du
coefficient d'absorption molaire, 1n concentration des boses,
Les mesures se font, en général & lao longueur d'onde d'absorp-
tion moximum et un facteur de correction est apporté, tenant

compte de 1l'absorption du solvant et du papier.

B - DETERINATION DE3 RAPLORTS MOTAIRES DS NUCLEOSIDES DES ARN.

Le dosage des nucléosides différents contenus dans

S

les ALK, a ¢té peu utilisé pour déterminer la composition
guantitative de ces molécules, En effet, l'hydrolyse chimique
des AR en mucléosides est longuc et délicate. Les nucléosides
peuvent &tre obtenus par l'action de la phosphatase acide sur
des nucldéotides préalablenent libérés par une hydrolysc alca-
linc des ARN. Cebtbe bechnique est, par conséquent, tres longuc.
En outre, aux inconvénients dec 1l'hydrolyse alcaline des ARN
(voir plus loin) s'ajoutent ceux de 1l'hydrolysec enzgymatique
des nucléotidaos. I1 convient toutefois de noter que la sépa-
ration des nucléotides, s'étant révélée asscz difficile, on
comprend que cerbtains auteurs aient songé a lcs convertir en
nucléosides dont lo séparation cst aisément rdalisable, soit
par chromatographie sur colonne, soit par chromatographic sur

papier.

1°) Préparation des nucléosides.

Tes ARN sont hydrolysés en nucléosides par une solu-
tion d'ammoniague & 16 p. 100 & 180°C pendant 3 & 4 heures
(LEVENE) (320) ou par 1= pyridine & 50 p. 100 & 118°C pendant
5 jours (BREDEEK) (321). Ces techniques n'ont pas regu beov-
coup d'applications car elles nc sont poas quantitatives (voir
revue générale de BOULANCER & (ONTREBUIL) (322) et les nucléo-
sides en général sont préparés, comme nous l'avons vu ci-dessus,
5 partir des nucléotides libérés des ARN par hydrolyse sodigue,

b

3 1'aide de la phosphatase acide d'origine prostatique.



- 89 -

20) Séparation des nucléosides.,

T o gt e

fractionnement sur résine & échange d'anions est cn général
préféré au fractiomnement sur échangeurs de cations. En effet,
en milieu alcalin, la liaison glucosidique est stable et de
plus, 1'élution des nucléosides peut se faire avec des so}u—
tions tamponnées diluées qui remplacent avantageusement les
solutions d'acides. Au contraire, les échangeurs de cations
hydrolysent certains nucléosides (ANDERSEN & Coll.)(323). Ia
chromatographie sur échangeur d'anions est améliorée en'milieu
borate (COHN)(324), (JAENIKE & VON DAHL)(325) car 1l'acidité de
1'adénosine et de la cytidine est augmentée et leur fixatjon
facilitée. COHN (326) sépare les nucléosides en solution dans
B4O7K2 0,01 M, sur Dowex 1 (forme chlorure), 1'élution de la
colonne e faisant par un mélange de B4O7K2 0,02 M et KC1°
0,03 M.

" — o ot S — i o — o Tt oy S T

suivant le mode opératoire décrit par EDMANN & Coll. (327) a
été utilisée par BU'TE & Coll., (328) pour la détermination de
la composition des ARN du sarcome de la Poule. Le déplacement
des ribonucléosides est réalisé par le passage de n-butanol

saturé 4teau.

S e T L i . s o e o A s L . s i

e v G S0 e W g o s . et . ST e el e

nucléosides ont été décrites par DIMROTH & Coll. (331), JAINIKE
& Coll. (332), WERKHEISER & Coll. (333), BURKE (334).

30) Dosage des nucléosides.

Les nucléosides, comme les bases, sont dosés par

spectrophotométrie.
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C - DETERMINATION DES RAPPOLTS IIOLAIRES DES NUCLEOTIDES DES ARN,

Cette technique présente, clle aussi, quelques difficultés. Bn
effet, si 1'hydrolyse par la soudc ocu la potasse des ARN en
nucléotides est aisée, la séparation de ceux-ci posc un pro-
bléme qui a retenu 1l'attention de nouwbreux chercheurs. Nous
verrons plus loin que de nombreuses méthodes de séparation dcs
nucléotides furent et sont encore proposées, ce qui serible indi-

quer que la perfection n'est pas encore atteinte.

1°) Hydrolyse dcs ARN en nucléotides.

L'hydrolyse des AN en mononucléotides peut &tre
réalisée soit par une hydrolyse ammoniacale mise au point par
JONTREUIL (335) soit par une hydrolyse sodigue suivant la tech-
nigue de STEUDEL (336).

La soude peut 8tre remplacdée avantageuseuent par la
potasse quil est éliminée plus facilement de la solution de
nucléotides obtenue, sous forme de perchloratc de potassiun
(WEILL) (337).

I'amoniague a 25 p. 100 avait ét¢ utilisé en 1918
par LEVENE (338) pour préparer les mononucléotides (chouffoge
& l'autoclave a 115°C, pendant 1 heurc). A cette tempéroture,
méme avec des concentrations en aumoniaque inférieurcs, des
quantités irportantes d'acide phosphorique sont libdrées, Au
contraire, 1'ammoniaque concentré, utilisé pendant 10 jours &
la température du laboratoire (CALVERY et JONES) (339) ne pro-
voque aucune déphosphorylation mais elle ne réalise qu'une
hydrolyse partielle. Aussi BOUILANGER & L.ONTRTUIL (340) ont-ils
préconisé l'emploi d'ammoniaqgue concentrd en tube scellé éA37°
pendant 8 jours., L'hydrolyse reste cependant incompléte. L'hy=-
drolyse ammoniacale a été utilisée aussi par SZATARZ &

PATERNOTTE (341), mais elle gst actucllement abandonndec.

La plupart des auteurs utilisent la soude 1 N ou
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0,5 W & 37°C ou & température ordinaire : lthydrolyse des ARN
est totale en 18 heures,

L'hydrolyse sodique ou potassique est aonc rapide,
nais ellle présente 1l'inconvénient de fournir des hydrolysats
riches en ions WNa' ou X' gui génent considérablement la sépa-
ration chromatographique des nucléotides.

En outre, l'expérience a montré qu'elle n'était pas
toujours quantitative et qu'elle désaminait parfois l'acide
cytidylique en le transformant en acide uridylique. Ces obser—

vations seront discutées dans un prochain chapitre (voir p,109)

20) Séparaticn des nucléotides.

1. Chromatographie sur colonnes.

Quelgues essais de chromatographie sur colonne d'ami-
don ont été faits par REICHART (342), HARRIS & Coll. (343),
DALY, ALIFREY & MIRSKY (344). Ia lentcur de cette méthode ot
1ltinexactitude des résultats obtenus ont conduit les Auteurs

-

a l'abandonner,

) Chromatographie sur résines échangeuses d'ions.

et et e o rn ot i SEEX B U I o A A SN T PO e R G St S S Sl RS St o S b Qo ST T s e M s e il A o S P i

Ia chromatographie des mmcléotides sur colonne de
résine & échange d'ions met & profit le caractére acide de ces
composés,., La présence d'un radical phosphoryle dans leur molé-—
cule confere aux nucleéotides des propriétés d'acide fort.
Cependant la charge totale d'un nucléotide est la somme des
charges provenant de 1'ionisation du radical phosphoryle et
des fonctions des bases puriques et pyrinidiques et elle varie
avec le pH.

Les nucléotides présentent aux pH élevés une grande
affinité pour les échangeurs d'anions. Inversenment, pour des
valeurs basses de pH, ils sont fixés par les échangeurs de
cations. Dans les deux cas, l'élution peut &tre effectuée, soit
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par augmentation de la concentration d'un ion compétitif, soit
en modifiant le pH, de fagon & abaisser ou & inverser la
charge totale des nucléotides.

La séparation des ribomononucléotides sur résine a
échange d'ions a &té mise au point par COHN (345) et par
CARTER (346). Elle a conduit & la mise en évidence des isoneres
a (2'-phosphate) et b (3!'-phosphate) dont la découverte a
apporté des renseignements précieux sur la structure des ARN
(COHM)(347), et sur le méecanisme de 1l'hydrolyse sodique des
ARN, (voir p. 24)

oK ) L'échongeur de_cations, généralement utilisé est le Dowex
50, résinc polystyréne sulfoné, sous la forme aeide et 1'élu=-
tion des nucldéotides (introduits en solution dans l'acide
acétique 0,1 M) est réalisée par le passage d'une solution
d'acide acétique 0,1 M (COHN)(348). Nous avons montré gque les
ribomeononucléotides, mntroduits & pH 4 sur une colonne de
Dowex-50, de Permutite-50 ou d'Amberlite-IR 120 (mesh 25~50)
pouvaicnt &tre déplacds par 1l'eau distillée dans 1l'ordre sui-
vant s acide uridylique, acide guanylique et ensemble les
acides cytidylique et adényligue (voir Travaux personnels).
Plus récerment, KATZ & CONB (349) ont 1ontré que les ribonu-
cléotides en solution dans 1l'acide chlorhydrique 0,05 N pou=
vaient Ztre séparés sur une colonne de Dowex-50 x 4 (mesh 200-
400) par le passage successif d'acide chlorhydrique 0,05 N pour
ltacide uridyligue et par l'eau distillée pour les autres
nucléotides, ltacide guanylique précédant les acides adénylique
et cytidylique élués ensemble. l

ILa chromatographie des nucléotides sur échangeur de
cations a été peu utilisée pour la détermination de la compo-
sition des ARN sauf par KATZ & COMB (350) qui sont obligés de
géparer les acides cytidyligque et adénylique par chromatogra-
phie sur Dowex-1 et de purifier l'acide wmridylique avant de le
doser car il conticnt des composés phosphorés non nucléotidi-
ques,
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Dans nos recherches personnelles, nous avons utilisé
le Dowex~50 uniquenent pour purifier les hydrolysats sodiques
ATARN, les nucléotides élués ensemble étant ensuite sépardés

par chromatogrophie ou par électrophorese sur papier,

@) Les_échangeurs d'onions employés le plus courament
sont le Dowex-1 et le Dowex-2 sous lo forme chlorure (COHN)
(351), 1'élution des nucléotides étant rdéalisée par le passage
de l'acide chlorhydrique dilué. Cette technique de adéparation
des ribomononucléotides a été utilisée par VOLKIN & CARTER
(352), pour étudier la composition des ARN des tissus sains
et néoplasigues de différents Mammiféres et pour mesurer les
activités spécifiques des nucldéotides provenant d'ARN marqués.
Elle a aussi été appliquée par OINMSTED & VILIEE (353) et DB
LAMIRANDE, ALLARD & CANTERO (254 ).
La méthode a été améliorde en 1958 par PONTIS & BIUMSON (355)
gui ont utilisé pour effectuer 1'élution un gradi-nt concave
d'acide chlorhydrique et chlorure de calcium,le pH ddcroigsn~
de 4 a 2 et la concentration en chlorure de calcium croissant
jusqu'a 0,14 M. L'élimination du chlorure de calcium se fait
par un nélange d'alcool et d'éther qui le dissout complétement
alors que les nucléotidates de calcium restés en suspension
peuvent 8tre récupérés par centrifugation.
Les résines a échange d'anions ont encore été employées sous
la forme formiate, 1'élution des nucléotides étant réalisde
par un gradicnt discontima (COHN & CARTER (356) ) ou contiru
d'acide formique (LURIBERT & Coll. (357).). L'élution peut se
feire aussi successivement, avec de l'acide formique dilué qui
déplace les acides cytidylique et adénylique, puis a7ec des
solutions tamponnéecs (mélange d'acide formique ¢t de formiate
de sodium) gui déplacent les acides uridyligue et guanyligue
(COHN & VOIKIN (358) ). Cette technique a ¢é4é utilisée par
MORTREUIL & KHOUVINE (359) pour la détermination des radionc-
tivités spécifiques des différents nucléotides,
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En 1960, COHN (360) préconisa d'utiliser un gradicnt d'acide
Tormique ct cde formiote d'ammonium et, un peu plus tard, il
conseilla (COHN & BOLIUL) (361) 1'cmploi des bicarbonates qui

sc dc¢composent rapidement au cours du passage sur la résinc

avec perte de 002 et €lévation du pH. Ccs éluents sont préférahles
aux solutions salinecs et aux solutions ccides hobituellerment

<

tilisdcs, car ils évitent 1'hydrolyse des nucléotides au cours
ce la chromotographic ou de 1'élimination des ions,
Les procéddés 4'élution des nucldotides ont subi de nombreuses
nodifications : voir par exciple WADE (362) gqui a étudié 1'in-
fluence de 1o concentration salince ot du changenent de PH
de 1'c¢luant sur la résolution des nucléotides, ct ANDESON &
Coll. (363) qui ont @erit unc méthole permettont de séporer
sur la méire colonne de Dowex 1 x 8 (0,9 x 150 cn ; nesh 400)
les bases, les nucléosifes et les nucldotides. Un grodient
lindaire ad'acétate de sodium (0,6 1T & 2 M) & pH 4,4 periet
d'obtenir & 20°C (0,48 nl par im) la cytosine, la cytidine,
l'uridine, 1'uracile, la thynince et 1'inosinc et, & 45°C
(0,82 ml par mm), 1'adénosine, 1'adénine, la guenine, la guana-
sine, les acides cytidylique, uridylique, adényligue ¢t guony-
lique dont les isomeres a ct b (2' et 3') sont, en outre, sé-
parés,

lalgré les perfectionnements apportés & la méthode,
la chromatographic des nucldéotides sur résine & dchange A'anions,
appliquée a des hydrolysats A'ARN, deneure une tcchnique longue
et délicate. Il est vrai quc les colleccteurs dc fractions et
les apparecils d'enregistrement automatique des densitdés optie-
ques ont faocilité becaucoup la tache des Chercheurs. Cependont,
bien souvent, cecux-ci doivent vérifierla purcté des composiés
élués, par chromatogrophie sur papier ou par élcetrophordse,
car les souillures sont nombreuscs., Par cxemple, YAMANA &
SIBATANT (364) ont montré gue 1'acide uridylique ¢était élué en

néne temps que de nombreuscs substances de densité optique
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¢levée qui introduisent une cause d'erreur dans les dosages,

De méme, HOSODA & Coll. (365) ont décelé l1a présence dc conta-
minants & cbté des acides uridylique et guanylique, élués
ensemble d'une r¢sine de Dowex 1 x 8 (forme formiate). Souvent,
les nucléotides sont souillés de phosphates inorganigues, cc
qui a amené LIITSUI, ISHAIA ¢t OSAWA (366) & nodifier la mdthode
décrite par OSAWA & Coll. (367) : aprés leur séparation sur
Dowex-1, les solutions de mononucléotides sont agitdées avec un
égal volume d'un nmélange de benzéne et d'isobutanol (1 :+ 1) en
présence de molybdate &'ammonium 0,0016 M et A'acide sulfurigue
O;1 M, pour ¢limincr les contaminants.

La chromatographie des nucléotiics sur dchangeur
d'anions connaft cependant encore de nombreux adeptes (voir par
exemple NOIURA & Coll. (368), ISHIHALA & Coll. (369), SIBATANI
& Coll. (370), SRINIVASAN (371), ALLI'RSY & MIRSKY (372), HIATT
(373, 5 OTAFA & Goll. (374), CANTONT (375), KITAZUME & YCA4S (376),
ANDOH & Coll. (377), BRACHET (378), DECROLY & Coll. (379). Il
est vrai gue lorsque les ARN ont été prdéalablement isolés par
extraction phénolique suivie d'un fractionnement par chromato-
graphie ou centrifugation différentielle (voir p. 77 ) comme
ils le sont géndéralernent dans les éHudes actuclles des ARN rmes—
sagers, solublecs et ribosomaux, les hydrolysats conticnnent
moins de contaminants susceptibles de perturber la résolution
des nucléotides sur résine. Toutefols, il scmble préférable,
avant de procéder & l'adsorption des nucléotides sur Dowex—l, de
purifier,comme le font BRACHET & Coll. (380), DECROLY & Coll.
(38L),1'hydrolysat decs ARN par une chromatographie sur charbon
gui ne retient pas les impuretés, mais fixe les mmcléotides que
ltan élue ensuite par le passage d'un mélange de pyridine et
d'alcool. (mode opératoire de MANDEL & Coll. (382) ) (voir p.120)

Les nucléotides peuvent également &tre séparés par
. ; X /., . A
chromatographie sur DEAE-ccllulose™ (élution avec un gradient

* Diéthylaninoéthyl-cellulose,
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de carbonate d'ammonium & pH 8,7) (SINGER & CANTONI) (383).
MORISAWA & CHARGAFT (384 ) utilisent la DEAE-cellulose avce un
gradient de concentration en chlorure de lithium (0,01 M a 1 M)
dans un tampon acdétate de lithiunm 0,01 I & pH 5.

2. Chrematographie sur pepier.

La chromatograpie sur papier reste la méthode la plus
utilisée, car elle cst plus simple , plus rapide et plus exacte.
(LIARKHAM 385 ) et de¢ nombreux systémes solvants ont ét¢é décrits
- Celui de CHARCAFT (386) & Coll. : VISCHER (387), MAGASANIK

(388), ELSON (389), BRAWER AN (390) (acide isobutyrigue tampon-
né) ne permet pos lo sénaration des acides uridylique et
guanyligue qui doivent &tre dosés enscmble ;3 la méthode chro-
matographique bidimensionnelle publidée en 1960 par IIPSHITYZ

et CHARGAFT (391) ne se prlte pas & des dosages cn série, pas
plus que celle de GIESTFIEID et ALLEN (3¢2).

— BOULANGER & MONTREUIL (393) ont nis au point une série.de
solvants phénoliques dont l'utilisation permet la séparation
des 4 ribumononucléotides ; le dosage spectrophotondtrique
rendu irpossible par la présence du phénol, est remplacé par
un dosage colorinétrique du phospore selon la néthode d'ALLEN
(394) nodifiée. o
D'autres systenes solvants ont été proposés, en particulier

par @

— CARTER (395) : solution agucuse & 5 p. 100 (p : v) de phos—

phate disodique saturée d'alcool isoamyligue.

- MARKHAM & SMITH (396) : solution agueuse saturée de sulfate

d'armmoniun/tampon acétate de sodiun 0,1 M pH 6/isopropancl (79

19 : 2) ; ce systéne solvant ne sépare pas les acides cytidyli-

que et uridylique.

~ CARPENTER (397) : alcool isoanylique/tétrahydrofurfural/

citrate de potassiun 0,08 M pH 3,02 (1 : 1 : 1). ,

- KIRBY (398) : méthanol/acide chlorhydrique concentré/eau (70

20 : 10) 5 néthanol/éthanol/acide chlcrhydrique concentré/eau

o
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(50 : 25 : 6 : 19) ; méthyl-éthyl-cétone/butanol tertiaire/
acide acétique/acide chlorhydrique/eau (22,5 : 22,5 : 35 3

19 : 1). 3
MANDEL WEILL & LEDIG (399) ont publié une méthode chromato-
graphique en deux temps. Une premiére chromatographie de 48
heures dans le systéme solvant ; propanol/ammoniaque/eau (60 :
30 : 10) permet d'isoler 1'acide guanylique des trois autres
nucléotides qui sont séparés dans un systeme solvant & base
d'isobutyrate d'ammonium (acide isobutyrique/ammoniaque 0,5 N
(50 : 30) pH 7 : cette dcuxidme chromatographie se fait dans
le méme sens que la premiérc apreés séchage du papier, décou-
page de la partie supérieure ol se trouve l'acide guanyligue
et remplacement de celle-ci par un morceau de papier de mémes
dimensions.

LANE {400) obtient de bonnes séparations des nucléotides par
chromatographie sur papier imprégné de SO4(NH4)2, avec un;sys—
téme solvant qui est un mélange d'éthanol & 95 p. 100 et d'eaun
(8 ¢ 2). Une chromatographie de 15 & 24 heures & 22°C sépare
les nucléotides dans 1l'ordre suivant : acides cytidylique;
guanylique, adénylique, uridylique.

Enfin GERLACH & Coll. (401) viennent de donner la composition
de différents systimes solvants qui permettent de séparer,
selon les Auteurs, les bases, les nucléosides et les nucléotides.

Chromatographie sur papier échangeur d'ions.

Certoins Auteurs ont préconisé 1'erploi des poapiers

echangeurs d'ions pour séparcer les ribomononucldéotides

- papier cellulosique contenant 46,6 p. 100 en poids d'Amberlite,
résine fortement basique (forme formiate). On fait migrer pen-
dant 2 heures, et de bas en haut, de l'acide formigue 3,8 I,
puis le papier est séché & l'air et coupé & 10,4 cm de l'ori-
gine. Le développement du chromatogramme pendant 6 heures avec
du formiate d'ammonium 0,5 M de pH 5 achéve la séparation des
nucléotides récupérés par élution des bandes de 0,8 cm et

repérés par leur densité optique da 260 ny (SMELLIE)(402).
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- papier Whatnan n®l imprégné de polyéthyléne-inmine s la
chromatographie est réalisdée avec des solutions A'électrolytes
neutres (RANDERATH)(403), (VERACHTERT)(404).

—- papier de diéthylaminoéthylcellulosc (DEAE) sous la forme
formiatesnmigration pendant 2 & 3 heures d'acide formique

0,05 M 3 U et G migrent ensemble et sont séparés par passage,
en sens inverse, dans cette zone, d'acide formique 4 M, 45 rm
(JACOBSON ) (405).

3. Chromatographie cen couche milnce,

Ia chromatographie en couche mince est applicable &

la séparation des mononucléotides

— couche mince de cellulose : le développenent est réalisé

avec le systéne solvant : isopropanol/ammoniaque/cau (60 : 35 ¢
5) ou avec le systéne @ solution saturdée de sulfate d'ammoniun/
isopropancl/acétate de sodiun 0,5 M (80 : 20 ¢ 18)(JOSEFSSON)
(406).

- couche mince de cellulose nicrocristalline ; développencnt
effectué avee le systéne solvant : isocpropancl/acide chlorhy-
arique/eau (65 3 16,7°1 18,3) (GRIPPO)(407).

~ couche mince de polyéthyléne-imine-cellulose (RANDERATH)(408)
les nucléotides sont séparés par le passage de chlorure de
sodiun 0,6 M pendant 5 rm, puls sans séchage intermédiaire de
chlorure de sodiun 0,8 M pendant 30 mmn,

Cette méthode est trés rapide et trés sensible. Elle pernmet, en
outre, le microdosage des substances sépardes (JOSEFSSON)(409).
I1 semble cependant gque, si cc procédé peut rendre de grands
services pour des études qualitatives, il ne peut avoir la
précision d'une technique plus longue mais qui fait intervenir
des quantités plus inportantes de substances dont le dosage

est plus exact.
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4, Electrophorése,

La séperation des ribomononucléotides peut aussi
“etre réalisée par électrophordse sur papier (voir la revue
générale de SMITH (410)),
DAVIDSON & Coll. (411), SMELLIE (412), McINDOE (413), et
CROSBIE (414) utilisent un tampon citrate de sodiunm 0,02 M de
PH 3,5 et leur technique est appliquée par de nombreux
auteurs et par nous-nénes.
Le tampon acétate(pH 3,7, force ionique 0,03), préconisé par
WERKHEISER & WINZLER (415) permet lui aussi, une bonne résolu-
tion d'un mélange de nononucléotides. ,
D'autres systemes-tarnpons ont encore été décrits

- tampon acétate d'ammonium 0,05 M pH 3,2, &lectrophorése sous
1000 Volts dans le tétrachlorure de carbone (MARKHAM & SMITH)
(416).

~ tampon formiate de pH 3,5 et de force ionique 0,1 (30 V/cn)
ou tétraborate de sodium 0,1 M (CRESTFIELD & ALLEN)(417)./7:

- solutionsaqueusesd'acide butyrique & 9,2 p, 100 et de gowdle
& 0,1 pe 100 . (v:v) }; ¢lectrophordse de 4 & 5 heures sous

400 volts sur papier Whatmen n®3 lavé avec de l'acide formique
1 N (WADE & MORGAN)(418).

- tenpon formiate 0,4 M de pH 3,3 5 électrophorése de 5 heures
sous 950 volts sur papier Whatman n°l (SMITH, REBHUM & KAPLAN)
(419). |

- tanpon acétate de lithiun 0,1 M de pH 3,5 (70 V/cn)
(BADER-HIRSCH & Coll. )(420).

- tampon pyridine/acétate pH 3,5, électrophorése de 70 rm sous
3000 volts (SEBRING & Coll.)(421).
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Signalons aussi la néthode de KINNORY & Coll. (4222,
nise au point pour la séparation des bases puriques et des
nucléotides pyrinidigues 1libérés par hydrolyse chlorhydriqgue
des ARN (tampon acide monochloracétique de pH 3,1 et de force
ionique 0,05 j; délectrophorese de 6 heures sous 9 V/om.sur
papier Schleicheret Schiill 589, entre deux glaces paraffinées)
et 12 néthode de nicrodlectrophorese sur fibre de cellulose
d!'EDSTROM (423).

FRONTALT (424) a ddécrit une technique d'électropho-—
rése sur colonne de poudre de cellulose (2 x 70) en torpon
forriate d'ammoniun 0,05 M, de pH 3,5 (750 Volts, 22 k).
Aprés 22 heures d'électrophoreése, 1'élution de la colonne donne
des nucldéotides dans 1l'ordre suivant : U, G, 4, C. L'opération
est trés longue et dure 88 heures.

Signalons enfin les techniques récentes d'électro-
phorése sur couche nince @

- DE FILIPPES (425) : ¢électrophorése sur couche mince de
cellulose dans un tampon formiate de pH 3,4, force ionique
0,1, pendant 75 mn.

—~ COCITO & LADURON (426) s Jlectrophorése sur nenbrane d'acé-
tate de cellulose Schleicker et Schiill, 3 & 4 heures sous

300 volts en tampon acide citrique/citrate de sodium 0,01 M
de pH 3,15,

39) Dosage des nucléotides.,

La plupart des auteurs et nous-nénes (revues géné-
rales de BEAVEN & Coll.(427), LOHRING (428) et BOULANGER &
coll. (429)) mettons & profit la propriété d'absorption de
1'ultra-violet que possédent les nucléotides, pour les repérer
et les doser. Mais les dosages spectrophotonétriques en Juniere
ultra-violette sont souvent entachés d'erreurs a cause de la
présence de substances interférentes. Ils ne doivent donc
a'adresser qu'a des corps purs et le Chercheur doit éliminer
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l1'absorption pfopre du papier et du solvant en effectuant de
norbreux "dosages & blanc',

TSANEV & MARKOV (430) préconisent une néthode fort simnle
pour donner une valeur plus grande au dosage spéctrophotoné-
trique,.en nesurant la densité optique & 2 longueurs d'onde
différentes. REID & PRATT (431) donnent une technique de .
déternination de la composition d'un mélange de nucléotides &
partir des densités optiques a différentes longueurs d!'onde.
Celle~ci permet alors d'utiliser le systéeme-solvant de
VISCHER, MAGASANIK & CHARGAFF (432) qui, nous l'avons vu, ne
sépare pas les acides guanylique et uridylique.

Les nucldéotides peuvent 8tre ddéterrindés par un
dosage de phosphore, apres élution ou directement sur le
papier du chromatogromme aprés ninéralisation. Il s'agit d'un
dosage colorinétrique, reposant sur la transformation du phos-—
phomolybdate en bleu de molybdéne, par un réducteur (voir
D+ 128). Différentes néthodes ont été nmises au point, pormi
lesquelles celle de BELL & DOISY (433) modifiée par BRIGGS
(434) 3 celle de MACHEBOEUF & DELSAL (435) ; celle de
BERENBIUM & CHAIN (436) 3 celle de CHEN TORIBARA & WARNER(437):
celle de DRYER & Coll. (438) ; celle A'HIRATA & APPLEMAN (439).
Nous leur avons préféré la néthode A'ALLEN (440) qui nous a
toujours donné entiere satisfaction.

Pour vérifierles résultats obtenus par dosage de
phosphore ou dosage spectrophotonétrique, certains ‘Auteurs
déterminent la teneur cn ribose. Ia néthode consiste & trans-
forner, par 1l'acide chlorhydrigue dilué, le ribose en furfural,
et & doser par colorinétrie les composés de condensation que
ce dernier donne avec 1l'orcinol (MEJBAUM)(441), le phloroglu-
cinol (EULER)(442) ou 1l'acdtate d'aniline (REEVES)(443). Mais
seul, le ribose des nucléotides puriques réagit entidrenent
dans ces conditions,
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DISCUSSION

Cette longue énunération des techniques de dosages
chromatographiques ou électrophorétiques des mononucléotides
constituant les ARN, pourrait laisser croire que le Chercheur
n'a que 1l'embarras du choix lorsqu'il désire déterniner les
guantités relatives de ces constituants des ARN. En fait, la
plupart des néthodes que nous avons citées sont applicables
& ltanalyse d'hydrolysat A'ARN purs nais ne sont pas satis-
faisantes quand elles s'adressent a des hydrolysats d'ARN
tissulaires non isolés au préalable. Il est donc indispensa-
ble, avant de procéder & une chromatogranhie ou & une ¢lectro=-
phoréese des nucléotides, de les débarrasser des substances qui

genent leur séparation.
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ITL - CONCLUSIONS,

Le seul procédé permettant de déterminer correcte-
nent la composition molaire des ARN est le dosage des nucléo-
tides, préparés par hydrolyse alcaline de ces macromolécules,
et sépardés par chromatographie ou électrophordse.

Au moment ou nous avons commencé nos travaux, certaines nétho-
des chromatographiques et électrophorétiques avaient été
décrites, mais elles n'étaient applicables qu'ad 1!'étude des
ARN purs. Or les techniques d'extraction des ARN n'étaient pas
satisfaisantes ¢ la plupart fournissaient des ARN dégradés ;
d'autres conduisaient a des préparations d'ARN natifs, nais
l'extraction n'était pas quantitative et réalisait en outre
un fractionnement des ABN en plusieurs familles de propriétés
physico~-chimiques et métaboliques différentes. La seule solu-
tion qui s'offrait & nous était donc d'étudier les ARN tissu-
laires sans effectuer leur isolement préalable. Le probléﬁe

se posait alors de débarrasser les hydrolysats de tissus d'une
quantité importante de substances dont la présence interdisait
la séparation et le dosage des nucléotides : soude ou potasse
utilisées dans 1l'hydrolyse ; produits de dégradation des pro-
téides et des lipides ; ADN. Dans le chapitre suivant, nous
décrirons les néthodes gque nous avons rdses au point et qui
ont permis de résoudre ce probleme. Nous exposerons, en outre,
dans nos discussions, les résultats obtenus par différents
Auteurs grfce & 1l'application des méthodes analytiques précé-
dentes.
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TRAVAUX PERSONNELS

I - TECHNIQUES

IT -~ RESULTATS.
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Préparation des tissus
Hydrolyse des ARN
Purification de 1l'hydrolysat:
Séparation des nucléotides
Dosage des nucléotides
Vérification de la pureté des
nucléotides.

Composés phosphorés non nucléo-
tidiques de la fraction ARN de
SCHMIDT & THANNHAUSER.

Protocole expdérimental,



- 105 -

I — TECHNIQUES.

I'étude criticue des néthodes de préparation des
ARN nous a nontré la nécessitdé d'étudier la conposition de ces
nacromnolécules sans chercher & les isoler et & les purifier.
Une hydrolyse sodique selon SCHMIDT & THANNHAUSER (444), pra-
tiquée directement sur un homogénat tissulaire, débarrassé,
par le procédé de SCHNEIDER (445), des composdés acido solubles
et des lipides, nous a paru un excellent noyen de scinder les
ARN en leurs constituants nucléotidiques, Toutefois, les
conditions de 1l'hydrolyse alcaline devaient &tre détermindes
pour que celle-ci soilt compléte et sans danger pour les
nucléotides libérés. D'autre part, la purification et la sépa-
ration des nucldéotides représentaient le principal probléne
& résoudre pour doser sans erreur ces composés. Nos recherches
ont donc porté essentiellement sur les points suivants :
- la préparation des tissus
— 1'hydrolyse alcaline des ARN non isolés
- la purification des hydrolysats

o o

~ la séparation des nucléotides et la vérification de leur
pureté

5 ~ le dosage de ces composés,

A) PREPARATION DES TISSUS.

Toutes nos expériences ont porté sur des rats blance
de souche Wistar, élevés au Laboratoire et nourris au Ratigeéne,
Nous avons utilisé des animaux de 250g environ, sounis a un
jeline de 12 heures pour réduire le glycogene hépatique.

Les organes sont prélevés immédiatcment apres la nort de
l'aninal et broyés & l'aide de broyeur a main de FISCHER. ILa
pulpe est débarrassée de la trame conjonctive par passage a
travers la grille métallique de 1'appareil et recueillie dans
une solution aqueuse d'acide trichloracétique froid & 10 p.
100 (p/v). Au broyage fait suite une homogénéisation de 2 mm
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dans 10 volumes d'acide trichloracétique & 10 p. 100, réalisde
dans un appareil de POTTER-ELVEHJEM (A THOMAS Co de Philadel-
phie), constitué par un piston en téflon tournant dans un
cylindre en verre pyrex plongé dans la glace fondante

(vitesse de rotation du piston : 800 t/mn). Toutes ces opé~
rations ont lieu en chambre froide. Il est indispensable en
effet d'empécher l'action de la ribonucléase pendant les
nanipulations précédant l'addition d'acide trichloracétique,
c'est-a~dire avant la précipitation et la dénaturation de
1l'enzyme. D'autre part, il faut éviter tout risque d'hydrolyse
chimique qui pourrait entrainer la perte de petits fragnents
au cours de 1'élimination des composés acido-~solubles,

Le culot de précipitation, obtenu aprés centrifuga-
tion 10 mn & 3000 t/mm, est traité deux fois par 1l'acide tri-
chloracétique a 10 p. 100 & 4°C environ. Le résidu acido-
insoluble est lavé a 1'éthancl absolu puis délipidd par un
nélange d'éthanol et d'éther (v/v) & 1'ébullition, sous réfri-
gérant ascendant., On procéde ainsi & 3 délipidations succes—
sives de 30 rm, en changeant le solvant que l'on élinine
ensuilte par centrifugation.

B ~ HYDROLYSE ALCALINE,

La nature de l'agent d'hydrolyse alcaline et les
conditions de 1l'hydrolyse different suivant les Auteurs : soude
ou potasse & des concentrations variant de 0,3 & 1 N, pendant
des temps variant entre 12 a 24 heures, entre 20 et 40°C,

Clest pourquoi nous avons réalisé une étude critique des moda-—
lités de 1'hydrolyse de maniére & prdéciser les conditions
optimales pour obtenir une hydrolyse gquantitative sans dégra-—
dation des ribonucléotides.
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1°) Choix de la mdéthode d'hydrolyse.

I1 était important de vérifier que 1l'hydrolyse
alcaline ne s'accompagnait pas d'une déphosphorylation des
nucléotides et d'une désamination des nucléotides aminés 3
acides cytidylique, adénylique et guanylique.

a) Action des alcalis sur les nucldéotides aninés.

L'expérience nous a nontré que les acides guanylique
et adénylique étaient stables en milieu alcalin, Au contraire,
l'acide cytidylique, instable, se désanine facilement en se

transformont en acide uridylique: Cette propriété risquait
donc, si l'hydrolyse était trop brutale, d'introduire une
double erreur, par défaut dons le dosage de 1l'acide cytidyli-
que, par excés dans le dosage de 1l'acide uridylique. Nous
avons donec étudié d'une maniére_syétématique la stabilité de
l'acide cytidylique dans les conditions ewpérimentales sui-
vantes. |

Mode opératoire

10 ng d'acide cytidyligue pur (SCHWARZ ILaboratories)
sont incubés avec 20 nl de soude ou de potasse & des concen-
trations variables, pendant 18 heures et & des températures
différentes 3

NaOH 0,3 N & 20°C et & 37°C

NaOH 0,5 N & 20°C et & 37°C
NaOH 1 N & 20°¢ |
KOH 0,3 N & 20°C et & 37°C
KOH 0,5 N & 20°C et & 37°C
KOH 1 N & 20°C

Le pH est ensuite ajusté & 4 avec de 1l'acide formigue concentré
et les solutions, préalableﬁent diluédes & 100 nl avec de lteau
distillée, sont passées sur des colonnes de Dowex 50 x 2 (forme
acide j mesh 25-50 ;3 2 x 20 cn) pour 8&tre débarrassées des
ions Na' dans des conditions identiques & celles gui seront
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ultéricurenent appliquées aux ARN tissulaires (voir pdl9 ),
Ia résine est ensuite éludée avec 1 1. d'eaw distillée. Ies
éluats sont concentrés, puis desséchés sous un courant d'air
froid. Les résidus, repris par 1 nl, d'eau distillée, sont
sounis & une électrophorése dans le tampon citrate de
DAVIDSON (0,02 M ; pH 3,5 3 600 volts ; 6 heures)(446).

L'ocide uridylique, formé par désamination de
l'acide cytidylique, et 1l'acide cytidylique lui-méne, repéris
en luniere ultra~violette (larmpe Mineralight) sont élués dans
une quantité connue d'acide chlorhydrique 0,01 N et dosés par
spéctrophotonétrie dans 1l'ultra-vioclet.

Une autre série d'expériences a ¢té réalisée en
présence de sérumalbunine, En effet, le traitement par les
alcalis, de l'acide cytidylique pur, représentait les @onditions
d'hydrolysc d'acides ribonucléigues purs, mais non celles
d'acides ribonucléiques mélés & des quantités importantes de
protéides qui pouvaient parfaitement jouer un rdle de "protec-—
tion" vis-a-vis de 1l'acide cytidylique 1libéré. C'est pourquoi
nous avons reproduit les conditions expérimentales précédentes,
nais en ajoutant a la solution d'acide cytidylique 1 g de
sérunalburiine.

Résultats

Leg résultats que nous avons obtenus sont rassen-—
blés dans le Tableau II. Ils peuvent &tre résunés de
la maniere suivante 3
1l -~ La potasse est plus "agressive" que la soude.

2 - Le taux de ddésanination de l'acide cytidylique croft gvee
la concentration en alcali et avec la température.
3 - Tes protéines dininuent le taux de désamination,.

4 ~ Seule la soude 0,3 N, utilisée & 20°C pendant 18 heures en
présence de sérumalbumine, ne désamine pas l'acide cytidylique.
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TABLEAU IT

Désamination de 1l'acide cytidylique par les alcalis

fPouroentage d'acide

ac ea

161 "hy > : , oz
Conditions d'hydrolyse teytidylique désaniné

A e . S Yot ) SO S e Y. B S G S M WS il M T ot (e . AR . e i S P S, G B B A B G S B P T e

it oo 58 A s ey e S e o B e R S

NaOH 0,3 N 20°C 18 Heures ) ; 3,21
*NaOH 0,5 N 20°C 18 Heures g . 3,61
NaOH 1 T 2000 18 Heurcs (C0 T cpsemce i 4,78
:NaOH 0,3 N 37°C 18 Heures ?d@ serun~lbuming 4,96
"Na0H 0,5 N 37°C 18 Heures Z : 5,24
Wa0H 0,3 N 20°C 18 Heures g : 0
NaOH 0,5 N 20°C 18 Heures /en présence s 178
NaOH 0,3 N 37°C 18 Heures gde sérumalbuminé 2,45
NaOH 0,5 N 37°C 18 Heures % : 2,65
: KOH 0,3 N 20°C 18 Heures ) : 4

i KOH 0,5 N 20°C 18 Heures 2en 1'abscence : 4,4
: KOH 1 N 20°C 18 Heures (de sérumalbumin? 4,85
. KOH 0,3 N 37°C 18 Heures : 5,4
; KOH 0,5 N 37°C 18 Heures ; ; 6

: KOH 0,3 N 20°C 18 Heures ) : 1

f XOH 0,5 N 20°C 18 Heures )en présence de ; 1,97
; KOH 0,3 I 37°C 18 Heures %sérumalbﬂmine : 3,24
; KOH 0,5 N 37°C 18 Heures g § 4,7

0
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Discussion

Il est intéressant de rapprocher nos résultats de
ceux qui ont ¢t¢ obtenus por d'autres Auteurs.

MARRIAN & Coll, {(447) estiment & 33 P. 100 la désanmination de
l'acide eytidylique par la soude 1 N, aprés 12 heures d'incu-
bation a 37°C. Au contraire, selon ces auteurs la soude 0,3 N
& 37° ou 1 N & 20° ne provoquerait pas de désanination méme
apres 24 heures.

LORING (448) signale une légére désamination provoquée par la
soude 1 N a 28-30°C,

DAVIDSON & SMELLIE (449) ont montré que la désamination de
l'acide cytidylique par la potasse 1 N, & 37° était égale A

10 p. 100 tandis qu'elle est nulle gquand on emploie la potasse
1 N & 25°C ou la potasse 0,3 N & 37°C.

Par contre, KLEINSCHMIDT & MANTHEY (450) estiment & 2,4 p, 100
la désamination de 1l'ocide cytidyligue provoquée par la potasse
0,3 N agigsant & 37°C.

La désamination de 1l'acide cytidylique par la potasse 1 N a
37°C est signalée aussi par ROTTGER & PRITZ (451) : 22 3. 100
apres 24 heures.

On voit donc que nos résultats sont dons 1'enscrble
en accord avec ceux des Auteurs précdédents et que la dénons-
tration est faite de 1l'agressivité des agents alcalins d'hydro-
lyse vis-g-vis de 1l'acide cytidylique. Aussi leur application
doit elle &tre envisagde avec 1la plus grande prudence.

Conclusion

L'hydrolyse des ARN purs doit &tre effectuée avec de
1la soude 0,3 N & 20°C en présence de sérunalbumine (1 g de
sérumalbumine pour 30 nmg A'ARN pur) pour limiter la désamina-—
tion de 1l'acide cytidylique. Celle des ARN tissulaires non
isolés, avec de la soude utilisée & cette concentration et
cetie température, parait sans danger, puisqu'effectuée en
présence d'une gquantité de protéines équivalente a 1 g de
sérunalbumine. Il reste néanmoins & vérifier le caractere
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quantitatif de l'hydrolyse dans ces conditions.

b) “"Quantitetivité" de Dhydrolyse alcaline.

Mode opératoire.

Nous avons hydrolysé 30 ng d'AIN commercial de
levure, d'une part, avec 20 nl de soude 1 N & 37°C pendant
18 heures et d'autre part avec 20 nl de soude 0,3 N & 20°C
en présence de sérumalbumine. Nous avons détermindé la teneur
en phosphore total (voir p.129) des 2 hydrolysats, dque nous
avons, ensuite, amenés a pH 4 avec de 1l'acide formique con-
centré et centrifugés. ILa tencur en phosphore total des 2
solutions a ¢té déterminée puis celles—ci ont été purifiédes
sur Dowex 50 selon le node opératoire dcéciit p. 123 + Les
hydrolysats purifiés ont ensuite été concentrés et sounis a
1'analyse électrophorétique (voir p.l28et 130),

Résultats.
1 - Les tencurs en phosphore total des hydrolysats, avant et

aprés acidification par l'acide formique, sont identiques
(Tableau III). Il n'y a donc pas d'entrafnement de composés
phosphordés (oligonucléotides éventuels) par le précipité de
protéines, dans le cas de l'hydrolyse par la soude 0,3 N.
2 - Dans les deux hydrolysats, nous n'avons identifié, par
électrophorése, que les quatre nucléotides constituant, &
1'exclusion de toute trace d'oligo ou de polynucléotides et
de nucléorides.
3 - La sorme des "lensités optiques® U.V. des quatre nucléotides
séparés par ¢élcetrophoreése est égale & la densité optique
totale de 1o solution déposée au point de départ (Tableau ITI).
Nos résultats montrent que 1'hydrolyse par la soude
0,3 N & 20°C pendant 18 heures, est gquantitative et que les
effets de ce nmode A'hydrolyse sont identigues & ceux de 1'hy-
drolyse par la soude 1 N & 37°C pendant 18 heures : 1'absence
d'oligonucléotides dans les deux hydrolysats est & cet égard
démonstrative. D'autre part, ils confirment 1l'existence d'une
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TABLEAU ITI

% o6 a® Ce 02 00 30

60 90 ce 06 00 o e

0 @8 Q0 88 88 o0U ec 09 IO 86 &G O OO 8

— e e

Densité optique de 1o
solution déposée au
point de départ de
1*électrophorése =%

Conditions d'hydrolyse

_..——.__.__-—.——.—-_..,‘._——_._._—_._.—_._._.-—.——_.

NaOH 0,3 N ;

o8 @ co @0 08 00 @8
ce o e
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0,282 —»1,128 : 0,285 —s 1,14

4 Go €6 (3 ¢2

NoOH 1 N 209C ; 18 h en

37°C ; 18 h ; présence de .

. sérumalbunine |

Phosphore total de ; ; ;
1'hydrolysat : 2,468 ng : 06 ng :
Phosphore total du : : :
surnageant de la préci- 2,485 ng : 2,421 ng 3
pitation & pH 4 : : H
Densité optique des : H :
solutions d'délution de H H
chague nucléotide séparé: 2 3
par électrophorese = 3 : H
U ; 07368 ; 0’352 ;

G : 0,277 : 0,274 :

¢ P 0,141 : 0,155 :

A : 0,354 : 0,355 :

Total revoee 1,140 : 1,136 :

U0 60 00 et o¢ €9

20 04 0@ 00 oo 08

3
[4s
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NOTAs

1ué dans 5 nl d'acide chlorhydri-

(o

Chague nucléotide est
qgue O,1 N

Ce dépdt (non sounmis & 1'électrophordse) est élué dans
20 nl d'acide chlorhydrique O,1 N.

Tous les dosages sont effectués en 4 exenplaires. Ce
tableau rassenble les moyennes des résultats d'une

s 7 e

expéricnce qui a &té répétée 4 fois.
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désanination de l'acide cytidylique par la soude 1 N & 37°C

(Tableaun IV). Enfin, 1'absence de nucléosides, rontre qu?il
n'y a pas de déphosphorylation des nucléotides libérés.

TABLEAU IV

COMPOSITION NUCLEOTIDIQUE DE L'ARN DE LEVURE ﬂETERMINEE
APRES HYDROLYSE DANS DES CONDITIONS DIFFERENTES,

Conditions d'hydrolyse

o8 ot s 80 o6 se oo

NUCLEOTIDES i“"“"““‘“:“"? ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘

1 scrunalbunine : :

U 14,1% 14,8%
: G ; 9,2% ; 9,4% :
c 9,1% 8,3*
A 10 10

x 7 vl - Id .
nombre de rolécules pour 10 nolécules d'acide adénylique

NOTA : le pourcentage de désanination de 1'acide cytidylique

b

par la soude 1 N a 37°C est de 1l'ordre de 8,8

Discussion.

De nombreux auteurs se sont penchés sur la question
de l'hydrolyse quantitative des ARN par les alcalis et montré
que certaines liaisons internucléotidiques possédaient une
stabilité relative.

Des études cinétigues de 1l'hydrolyse alcaline indi-
quent des différences de susceptibilité au clivage entre les
liaisons esters phosphorigues internes de ces polyneres
(CAVALIERI(452), BACHER (453), HAKIM (454), KALTREIDER (455));
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en particulier, les liaisons purines-nucléotides sont plus
résistantes que les liaisons pyrimidiques { MAGASANIK &
CHARGAFF (456) ; BOULANGER & Coll. (457) ; MONTREUIL (458) ;
LANE & BUTLER (459). Ces dernidres sont "stabilisées" par la
substitution d'un groupe NH2 par un groupe OH en position 6
de la pyrimidine (LANE & ALLEN)(460). RICH (461) parvient &
la méne conclusion en expérimentant avee des polyribonucldéo-
tides synthétiques (poly U, poly C, poly ribopurine nucléo-

tides).
CRESTFIEID & Coll. (462) ont publié que 3 p. 100 de

1'ARN résistaicent & 1'activité de 1la soude 1 N & 37°C et

ALLEN & Coll. ont démontré la présence d'oligonucléotides dans
les hydrolysats a'ARN de Levure (SMITH & ALLEN)(463) et de
pancrdéas (KEMP & ALLEN (464) sffectués par la soude 1 N pen-—
dant 24 heures a 22°C.

DE LAMIRANDE, ALLARD & CANTERO (465) ont signalé que
la proportion des nucléotides libres est beaucoup plus élevée
avec la potasse 1,5 N pendant 24 heures (98 %) qu'avec la
potasse 1 N (90 %). Et d'aprés ces auteurs, la densité optique
des nucléotides libérés par la potasse 0,3 N est égale aux
70 p. 100 de celle de l'hydrolysat.

Selon POTTER & DOUNCE (466) 1o soude 1 N agissant & 37°C pen-
dant 20 heurcs libere 62,3 p. 100 des nucléotides de 1'ARN
de pancréas
82,1 p. 100 des nucléotides de 1'ARN
de foie
94,6 p. 100 des nuclcéotides de 1'ARN
de Levure.
Les fractions alcali-stables seraient des complexes nucléotides—
acides aminés, et une liaison phospho-aride a néne été proposée
pour expliquer la résistance & l'alcali : elle empécherait la
formation de phosphates cycliques étape intermédiaire de
1'hydrolyse alcaline (BROWN & TODD (467)).(voir p. 24).
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Enfin, signalons que LANE & BUTIER (468) ont trouvé
dans la fraction résistant & l'action de 1o potasse 1 N & 20°C
pendant 24 heures, des oligonucléotides différents parni
lesquels 1'acide di-adénylique qui constitue le composant
najeur,

Il semble donc que lecs ARN ne soient pas entidrenent
hydrolysés cn nononucléotides ¢t qu'il subsiste une petite
proportion de séquences nucléotidiques résistont asux alcalis.
Ceci avait déja ¢été signalé par CHARGAFT & Coll. (469) ;
MAGASANIK & CHARGAFF (470) et COHN (471).

L'explication actuelleinent proposée cst la présence
a'un substituant occasionnel sur 1'0H en 2 du ribose qui erpl—~
cherait la formation de 1'intermédiaire cycligue triester. En
effet, le 2-méthyl-ribose a été identifié dans certaines priépa-
rations (SLITH & DUNN (472) ) (BRAWERUAN & CHARGATF (473) ).
MORISAWA (474)vient de nontrer que lcs di-nucléotides alcali-
stables de 1'ARN du foic de Rat donnent, oprés digestion enzy-
natique, la 2'0 néthylguanosine ¢t la 2'0 néthyleytidine en
plus des nucléosides habituels. Ces dinucléotides posséderaient
da structure schémotisde dons 1o Fig..23 ob X est le 2-néthyl-
riboside de G ou C, Y ¢tant un riboside nornal de U, G, C ou
A. Selon MORISAWA, ces di-nucléotides constitueraient, avec le
guonosine—-diphosphate (voir p.25) provenant de 1'extrérité de
la chafne (MARKHAM, MATTHEWS & SMITH (475) ), les 3,6 p.100 du
phosphore ARN total du foie de Rat. Des 2'-0-néthylribonucléo—
tides ont été caractérisés aussi par HALL (476) dans 1'ARN de
Levure,

Conclusione
L'hydrolyse sodiguc sclon STEUDEL (477) qui est clas-
siquenent utilisée, ne sermble donc pas &tre quantitative...

Toutefais, nos résultats personncls semblent dénontrer
que 1'hydrolyse de 1'ARN de¢ Levure est pratiquement totale,

qutelle soit effectuée avec de la soude 0,3 N & 20°C cu avec
de la soude 1 N & 37°C.
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c) Application & un ARN tissulaire.

Les expériences pricédentes ont nontré gque
- l'hydrolyse d'un ARN de lewvure pur par la soude 0,3 N & 20°C
en présence de sérunalbumine, est compléte et ne désamine pas
1tacide cytidylique.

- la soude, a la néme concentration ou & concentration légdre-
nent supdérieure (0,5 N), nais employée & 37°C en présence de
sérunalbunine, désanine 1l'acide cytidylique pur dans des propor-
tions assez faibles (2,45 — 2,65 %).

I1 nous a paru alcrs raisonnable, afin de ne pas
courir le risque d'une hydrolyse incomplete, d'utiliser pour
les ARN tissulaires, la soude 0,5 N & 37°C, 18 heures, et
dtappliquer éventuellement un facteur de correction pour con-
penser 1o désanination de 1l'acide cytidylique. Avant d'appli-
quer ce node d'hydrolyse, systématiquement & des ARN tissulai-
res, nous avons procédé aux essais suivants

Mode opératoire.

Deux foies de rats sont traités selon la néthode
déerite plus haut. Le culot de centrifugation, apres traitenent
a 1l'alcool-éther est honogénéisé dans 40 nl de soude 0,3 N en
chambre froide. Lo solution obtenue est divisée en deux parties
égales. Unc partie est laissde & 20°C pendant 18 heures.
L'autre partie est additionnée d'un faible volune de soude con-
centré de fagon & amener la concentration finale en soude 3
0,5 N, puis maintenue > 1'détuve & 37°C pendoant “18 heures. Les
deux hydrolysats sont alors anenés a pH 4 avec de 1l'acide for-
mique et centrifugés : les liquides surnageants sont filtrés et
dilués a 25 ml avec de 1l'eau distillée, Le dosage de P est pra-
tiqué sur 1 nl. de chague solution.

Apric purification sur Dowex 50 x 2 (voir p. 123, les
hydrolysats sont soumds & une électrophorése en tampon citrate

pH 3,5 et les 4 nuclc¢otides sont dosés spectrophotométriguenent
(voir p. 130),
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Résultats.

1 - Les dosages de phosphore total dans les solutions de
"défdécation" formique ont donné les risultats suivonts
Hydrolyse par la soude O,5 N & 37°C : 3 Q02 ng

2,967 ng(soit 1,16 p.
" 100 de noins)
2 - Les rapports nolaires des nucléotides présents dans les

deux hydrolysats sont pricisés dans le Tableau V

voit que l'application des deux procédés d'hydrolyse ne

Hydrolysec par la soude 0,3 N & 20°C

+ On

révele pas de différences significatives.

3 - I1 n'a pas été trouvé sur les électrophorégrammes de con-
posés absorbant 1'U.V., autres que les 4 nucléotides classi-
ques : pas d'oligonucléotides, pas de¢ nuclcéosides.

TABLEAU V

Composition en nucléotides des ARN de Foie de Rat
hydrolysés dans différentes conditions.

Conditions d'hydrolyse

et e it et A ottt AR et it Wt s A TR Y S i S S G s it B P S A S Gt S S o i B P e Sl

9 e Be 90 30
ee a0 ¢o s
¢ co oe es o8

NaOH 0,3 W : NaOH 0,5 N
N +.__20%C, 18 h ____ e 37°C, 18 h
: Conposition : : 2
« centcésinale U s 19,1 : 19,6 ‘2
: G 30,6 ; 30,6 :
: ¢ s 31,2 : 30,6 :
: T 19,2 : 19,1 :
¢ Rapports molaires: : $]
: (x) U : 10 s 10,3 3
: ¢ ° 16 : 16 :
i C : 16,3 : 16 2
: R : 10 :

(%) Calculés pour 10 mnoles d&'acide adénylique.
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Discussion.

Si 1'on considére que 1'hydrolyse des ARN de foie
de rat par la soude 0,3 N & 20°C est totale (malgré le faible
"déficit" en phosphore total de 1'hydrolysat) et que la désa-

nination de l'acide cytidylique est nulle dans ces conditions,
on peut calculer que 1,8 molécules pour 100 nolécules d'acide
cytidylique sont transfornécs en aeide uridylique au cours de
1'hydrolyse par la soude & 0,5 N & 37°C.

2°) Conclusions genérales.

De 1'ensemble de ces résultats, nous pouvons conclure
que

1 - la potasse est plus agressive que la soude.

2 - les protéines exercent un effet protecteur sur les produits
de clivage des Aill. L'hydrolyse doit donc &tre plus douce en
absence de protéines et effectude par la soude 0,3 N & 20°C.

3 - la soude 0,5 N utilisée pour hydrolyser des ARN non isolés,
& 37°C, pendant 18 heures, ne dégrade pas les nuclcotides
qu*elle 1libére quantitativemcent. (faible désanination de 1l'acide
cytidylique, inférieure & 2 p. 100). ~

(L?hydrolysc de. nogs ARN tissulnires non isolds scera donc réa-
(liséo par la soude 0,5 N a 37°C pendant 18 hcures.

C ~ PURIFICATION DES HYDROLYSATS.

Avant d'&tre sournis & 1'analyse chronatographigue ou
électrophorétique, les hydrolysats tissulaires doivent &tre
débarrasscs de 1'ADN, des produits de clivage des protéines et
des cations provenant de l'agent d'hydrolyse,

L'ADN et les peptides sont facilenment écartés par
acidification de l'hydrolysat. L'abaisserment du pH fait en
effet précipiter ces moldécules que 1l'on peut éliminer par
centrifugation.

Tes ions XK (dans le cas d'une hydrolyse par la
potasse) peuvent &tre éliminés sous forme de perchlorate de
potassiun insoluble mais ce préeipité entraine parfois quelques
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nucléotides (KITAZUME & YCAS (478)). D'autre part, la chrona-
tographie des hydrolysats ainsi ddébarrassés des cations derneure
assez difficile. C'est ainsi que MANDEL (479) et ses Collabo-
rateurs LEDIG (480) et WEILL (491) ont ét¢ amends & mettre au
point différents procédés de purification des hydrolysats pour
pouvoir séparer correctement les nucléotides, tels que chroma-
tographie préliminaire dans le systeme Butanol/armoniaque

0,5 N(90 : 40), ou "passage" sur charbon activé gqui adsorbe les
nucldéotides et laisse passer les contaninants s les nucléotides
sont ensuite élués par un nélange éthanol-armoniaque-eau (50
20 : 30).

La purification des hydrolysats d'ARN peut aussi &tre
réalisée & 1'aide des résines & <échange dtanions. Celles-ci
fixent en effet les nucléotides qui peuvent ensuite 8tre dépla-
cés par des solutions acides (voir p. 93 ). Un tel procédd a
été utilisé par BOULANGER, MONTREUIL & MASSE (482) et BOULANGER
& MONTREUIL (483) pour leurs études d'incorporation du radio-
phosphore dans les ribomononucléotides. Toutefois, il ne serible
pas que la récupération des nucléotides soit totale et, si
nous avons adopté le mode opératoire de ces Auteurs (cn y
apportant quelques nodifications : voir p.183 ) pour la mesure
des radiocactivités spécifiques des nucléotides, wau cours de
nos études nétaboliques, nous ne 1l'avons pas utilisé pour nos
essais de déternination de la conposition nucléotidique des
ARN, )

Nous préférons utiliser les résines & €change de
cations, qui, non seculenent fixent les ions Na* provenant de
la soude utilisée pour l'hydrolyse, mais aussi les acides
aninés et les petits peptides non précipitdés par acidification
de 1l'hydrolysat et qui glnent la chromatographic et 1'élcctro-—
phorese des nucldéotides.
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1°) Choix d¢ la résinc.

L'emploi des rdincs & échange de cations avait été
préconisé per ..ONTREUIL & BOULANGER (484 ), BOULANGER &
JONTREUIL (485) pour la purification des hydrolysats d'ARN
isolés. Des cssais systématiques mous ont montré que plusieurs
¢changeurs de cations étaicnt satisfaisants : Anberlite IR 120,
Permutite-50 ou Dowex-50 ;3 & 2, 4 ou 8p. 100 de¢ liaisons
croisées ; de :esh 25-50, Nous utilisons couramient au Laboro-
toire lc¢ Dewex-50 x 2 3 nesh 25-50 3 sous ga forme acide. Cctte
derniere cst obtenue par lc passage, sur la résine, d'une solu-
tion d'acide chlorhydrique 2,5 N (0,5 1. pour une colonne de
2 x 20 cnn) suivi d'un lavage soigneux & 1'eau distillée jus—
qu'a ce que le pH du liquide effluent atteigne 6 & 6,5.

29) Choix de la solution d'élution.

Dans le procédé original de BOULANWGER & MONTREUIL
(486) le déplacenent des acides uridylique et guanylique se
faisait par 1l'ecau distillée, celui decs acides cytidylique et
adénylique était réalisé par le passage d'une solution ammonia-—
cale. Ce procédé n'détait pas applicable aux hydrolysats tissu-
laires car l'aimoniague éluait les protides fixés sur la résine
et 1la présence de ceux—ci rendait ininterprétables nos chrona-—
togrammes et électrophorégrarmes,

Apres 1'essal de nombreuses solutions d'élution, nous
avons eu la surprise de constater que les acides cytidyligue
et adénylique n'étaient pas énergiquenent "échangds" sur
1'échangeur de cations, nais simplenent "retardés" dans leur
déplacencnt dans la colonne, par rapport aux acides guanyligue
et uridylique et que le passage d'un grand volune d'cau dis—
tillée permettait leur récupdration totale. Ce rdésultat est
illustré par la Fig. 24. On voit que l'ordre d'apparition des
nucléotides est le suivant : acide uridyligue, acide guanylique
(%), acides cytidylique et addényligque.

(%) L'acide phosphorique ct ltacide glycérophosphorique accoi-
pagnent ces nucléotides.
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FIGURE 24

Courbe de déplacement par l'eau distillée des ribo-
nucléotides (4 ng de phosphore total) passés sur une
colonne de Dowex-50 x 2 (mesh 25-50 3 forme acide 3

2 x 20 cm).

P, AGP, U, G, C, A : respectivernent les acides phosphorique,
glycérophosphorique, uridyligue, guanylique, cytidyliqgue et
adénylique, identifiés par chromatographie sur papier.
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L'expcérience nous a nontré que la purification des
solutions dc nucléotides par le Dowex-50 obéit aux régles
suivantes 3 *

a - le volume dc la résine & utiliser est fonction de la guan~
tité de phosphore total présent dans la solution & purifier.
Une colonne de 2 x 20 cm assure la purification d'un hydroly-
sat tissulaire contenant 4 nmg de phosphore total et 20 ml de
soude 0,5 N,

b - le volume d'eau distillée & passer sur la colonne pour
assurer le complet déplacenent des nucléotides est fonction de
la quantité de ces derniers présents dans 1l'hydrolysat. Par
exerple, sur une colonne de 2 x 20 cnm, il faudra passer 3

500 nl d'eau pour 1 mg de phosphore total

640 ml d'eau pour 2 ng de phosphore total

945 ml d'eau pour 4 ng de phosphore total.

¢ - la vitesse d'écoulenent de 1l'hydrolysat et de 1l'eau de
lavage de la résine possede une inportance capitale pour la
valeur de la purification. Celle-ci nous a paru correcte lors-
que le débit de la colonne est réglé & 0,6 nl/mm.

Conclusion.

La purification des hydrolysats tissulaires (4 ng
de phosphore total - 20 nml de soude 0,5 N) se fera par "pas-
sage" sur une colonne de Dowex-50 x 2 (mesh 25-50) (2 x 20 cn)
suivi d'un lavage dc¢ la résine par 1 1. d'eau distillée.
Hydrolysat et eau de lavage coulent & la vitesse de 0,6 nl/mn
et sont recueillis dans un récipient renfermant du chloroforne.
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D - CHROMATOGRAPHIE ET ETECTROPHORESE SUR PAPTER
DES RIBONUCLEOTIDES.

Les solutions d'élution des nucléotides sont concen-
trées sous pression réduite dans un ¢évaporatceur rotatif ERAL
4 30°C ou sous un courant d'air. Blles sont ensuitc évaporées
% siceité dans un capsule sous un courant d'air froid en pré-
sence de chlorofornme. Le résidu scc est repris par un faible
volume d'eau distillée (0,5 & 2 nl, suivantconcentration). ILa
solution obtenue est centrifugée cen tube conigue et décantée.

Elle est soumise jmmédiatcnent & 1'analysc chronatographigue

descendante sur papier Whatman nfl (W1) dons le systéme solvant
de BOULANGER & MONTREUIL (487), et & 1l'analyse électrophoré-
tique dans le tampon de DAVIDSON & Coll. (488). Ce mode opéra-

s

toire o été défini & la suite des expérimentations suivantes :

1°) Dissolution des nucléotides.

Ia dissolution des nucléotides se révéla corme un
problenme assez délicat & résoudre. Il inportait en effet que
la récupération des nucléotides fOt totale et surtout non
sélective. Il importait aussi que ce solvant ne génat pas les
analyses ultérieures. Nous avons tout d'abord utilisé 1'anmo-
niague & 5 p. 100 (v/v) comme le préconisait MONTREUIL (489)
mais la dispersion des résultats de dosages nous firent penser
que la solubilisation des nucléotides détait incomplete. Tes
essais systématiques suivants furent alors entrepris :

Un hydrclysat de 4 foies de Rats o été partagé en 4 par-
ties égnles qui ont été passdées sur des colonnes de Dowex-50,
lavées ensuite avec la méne quantité d'eou distillée. Des
dosoges de phosphore pratiqués sur les 4 éluats donnérent des
résultats identiques. Les éluats furent concentrés, puis
desséchés en capsules. Les résidus des quatre capsules furent
repris par la néne quantité A'eau distillée, d'ammoniaque a
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5 p. 100 ou d'acide chlorhydrigue 0,1 N ou 0,01 N.

Dce chromatogrammes ont cnsuite été exécutds avee les
mémes gquantités de chocunce des solutions obtenues et les
repports molaires des différents nucléotides ont été calculés
(suivant le mode opératoire décrit plus loing p.l147) ainsi que
la quantité de nucléotides récupdrés.,

Résultats.

Les résultats quc nous avons obtenus sont rassemblés
dens lc tableau VI. On voit que ¢

a - la chromatographie sur papier est perturbée par la présence
de 1l'acide chlorhydrique 0,1 N, Cependant, les dosages de
phosphore pratiqués sur les nucléotides mal séparés permet-
tent de comstater que leur récupération est totale dans ces
conditions. Toutefois, e#t bien que 1l'acide chlorhydrique

0,1 N ne géne pas la séparation élecctrophorétique  des nucléo-
tides, ce solvant fut abandonné : nous désirions en effet
effectuer, d'une manierec comparative, sur les mémes solutions,
& la fois les chromatogrammes et électrophorégrarmes pouxr
vérifier nos résultats.

b - 1'acide chlorhydrique 0,01 N ne génec pas la chromatographie
sur papler, mais l'acide guanylique y est peu soluble.

¢ — l'ammoniaque & 5 p., 100 dissout en méme temps que les
nucléotides, quelques peptides non retenus par la résine, dont
la présence nuit a la qualité des chromatogrammes. En outre,
l'acide guanylique est peu soluble en solution ammoniacale,

d - la récupération des nucléotides par 1'eau distillée est
totale,
{Conclusion.

) 0 Ve . rd . e
( Pour ces differcentes raisons, les résidus d'évapora-

Jtion des éluats de résine scront repris par 1l'eau distillée,

(
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2°) Séparation des nucléotides par chromatographie cur naniér;

La chromatographie se fait sur papier Whatman nl
dens le solvant suivant (BOULANGER & MONTREUIL (490)) :
Acide formique/isopropancl/phénol/ecau (10 : 5 : 85 : 100)

Le phénol utilisé est du phénol agueux préparé
par 'addition de 100ml. d'eau distillée & 950 g de phénol pur
fondu. La phase phénolique du systemc solvant constitue la
phase mobile. La phasc agueuse, additionnée d'une pincée de
KCN (ecyanure de potassium) constitue la phase de saturation
de la cuve.

Nog cuves & chromatographie sont de dimensions
réduites pour permettre unc bonne saturation et placées dans
une piéce climatisde dont la température est réglée & 22°C.

Ics dépdts sont faits sous forme de tralindes de
2,5 cm de longucur et de largeur minimim (ou de 3 spots dis-—
tants de 1 cm), & 10 cm du bord supériecur du papier. Sur
chague chromatogramme est déposé un témoin constitué par un
mélange des 4 nucléotides purs ( 50 vg de chaque ribonucléo-
tide ¢mélange des nucléosides 2! et 3' phosphates).

Aprés passage du solvant, les fecuilles de papier
sont séchées & 1'¢étuve & 80°C et les composés phosphorés sont
révélés par pulvérisation du réactif de HANES & ISHERWOOD
(491). |

Molybdate d'ammonium a 8 p. 100 125 ml.

Acide perchlorique pur 50 ml.
Acide chlorhydrique 1 N 100 ml.
BEau distillée gsp 1000 ml.

Aprées exposition des chromotogrammes & la lumiére solaire
(MONTREUIL)(492) ou devant une lampe germicide (BANDURSKI &
Ccoll. (493)), (GUERIN)(494), 1'emplacement dcs nucléotides cst
margué par l'apparition de taches bleues sur un fond blanc,
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Ces toaches sont découpées et les dosoges de phos-
phore sont pratiqués selon la méthode décrite plus loin.
Les résultats obtenus permettent de déterminer les
quantités relatives des différents nucléotides des ARN analy-
Sés,

30) Séparation élcctrophorétique des ribonucléotides.

Aprés purification sur Dowex~50, la solution des
ribonucléotides peut &tre soumise & une électrophorése dans
unc cuve "en toit", sur papier d'Arches n°304 ou sur papier
Whatman n°l dans le tampon citrate 0,02 M de pH 3,5, de
DAVIDSON & SMELLIE (495). Elle est déposée (quantitdé carrespon-
dant & 100y g maxima de chague nucléotide ) & 12 on du
bord du papier plongecant dans le godet cathodique et on appli-
quc une tension de 11 V/cm pendant 6 heures. L'expérience a
montré que les acides cytidyliqgue et adényliquce étaient mieux
séparés quand la pente du papier est plus douce du cdté catho-
dique que du c8té anodique., Aprés séchage des électrophoré-
grammes & la températurc du Laboratoire, 1'cmplaccment des
nucléotides cst rcepéré en lumiere ultra-violette.

E - DOSAGE DES NUCLEOTIDES,

1°) Dosage du phosphore des nucléotides séparés par chrometo-

graphic sur papicr,

Les taches bleucs correspondant oux nucléotidces
révélés avec le réactif de HANES & ISHERWOOD (496) sont décou-
pées et introduites dons des tubes jaugdés en verre pyrex. On
ajoute 3

0,5 ml. d'acide nitrique concentré )
1 ml. d'un mélange d'acide sulfurique a® st d'acide
perchlorique aé (3 v/2 v)
et on chauffe fortcment jusqu'd destruction complete du papier
et disparition decs vapeurs nitreuses. On poursuit la minérali-



- 129 -

sation une demie heurc & chauffage modéré. Aprés rcfroidisse-

ment, on ajoute dans chague tube 10 ml. d'cau distillée et on

porte & 1'étuve & 80°C pendant 2 heures pour hydrolyser les

métaphosphates.

Le dosage de phosphore est effectué dans lcs tubes refroidis

selon la méthode A'ALLEN (497). On ajoute 3

- 1 ml., de molybdate d'ammonium & 8,3 g p. 100 ml, d'cau
bidistillée

- 1 ml. de solution réductrice préparée extemporanément en

dissolvant 1 g d'amidol dans 100 ml. d'une solution
agueuse de sulfite de sodium anhydre & 20 g p. 100 ml,

- de 1l'eau distillée gsp 15 ml.

Le développement de la coloration bleuea lieu & 1l'obscurité
pendant 20 mn et on en mesure 1l'intensité au photometre de
MEUNIER (écran rouge, cuve de 4en d'épaisseur), Desdosages
témoins sont effectués a partir de morceaux depapier de nénes
dimensions découpés sur les bords des chromtogrannes, Itétalon-
nage préalable de 1l'appareil a été effetotué i.1raide de solu-
tions de phosphate nonopotassique.

2°9) Dosage des nucléotides séparés par électrophorése.

Les nucléotides repérés, apres séchage du papier,
dans une chambre noire au moycn d'une lampe & lumiere ultra-
violette (Mineralight) sont cerclés par un fin trait de crayon.
I1s sont dosés spectrophotométriguement, si 1'électrophorese
a lieu sur papier d'Arches, et par la méthode d'ALLEN décrite
précédemment, si elle a été faite sur papiler Whatmon nl. En
effet, le papier d'Arches n'est pas indigqué si 1l'on désire
pratiquer les dosages de phosphore apres minéralisation du
papier : il est trop épais et sa destruction nécessite des
guantités importantes d'acide nitrigque. D'autre part, le .
papier Whatman n°l est & déconseiller pour les dosages spec-—
trophotométriques car il absorbe fortement 1'UV. ‘
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Le dosage spectrophotométrique des nucléotides est
réalisé sur les solutions d'élution de carrés de papier dont
la surface est & peine supéricure aux surfaces délimitées par
la trait de crayon. Ces carrés sont découpés et introduits en
petits morceaux dans des flacons contenant un volume connu
d'acide chlorhydrique 0,01 N (0,1 N pour l'acide guanyligue).
On utilise en général 5 ml., pour éluer une guantité de nucléo-
tide voisine de 100 V& L'élution des nucléotides est totale
apreés 18 heurcs & la tcempérature du Laboratoire. Des carrés
de papier de mémcs dimensions sont découpés & cdté des nuecléo—
tides et élués de la méme moniere s ils servent de témoins
et permettent d'éliminer l'absorption propre du papier et du
solvant. Les densités optiques des solutions sont mesurées &
250, 260, 280 et 290 my . Les guantités @&e nucléotides sont -
déduites des densités optiques a 260 my et des coefficients
d'extinction moléculaire donnéds par BEAVEN & Coll. (498).

Tous les dosages sont faits en 4 exemplaires en présecnce de
4 ténoins papier.
P — VERIFICATION DE LA PURETE DES NUCLEOTIDES
SEPARES PAR CHROMATOGRAPHIE ET ELECTROPHORESE
SUR PAPIER. |

19) Pureté des nucléotides séparés par chromatogrophie sur
papier. :

Les quantités de chague nucléotide étant adduites
des dosages de phosphore pratiqués direcctcecment sur les chroma-
togrammes, il importait de vérifier qu'aucune substance phos—
phorée susceptible de fausser les dé¢terminations, ne migrait
en méme temps que les nucléotides. Les dosages de phosphore
devaient donc &tre vérifiés par des dosages spectrophotomé-
triques § or, 1l'étude spectrophotométrique est rendue impossi-
ble par la présence du phénol sur les chromatogrammes. Il nous
fallait donc recueillir séparément 1les nucléotides par une
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élution dans 1'eau distillée, éliminer le phénol des solutions
obtenues par une deuxieme chromatographie dans un systéme sol-
vant qui n'absorbe par 1'UV, pratiquer & partir de ces der-
niers chromatogrammes 1'élution des nucléotides dans 1l'acide
chlorhydrique 0,1 N ou 0,01 N pour effectuer 1'étude spectro-
photométrique. _
Voici le mode opératoire gque nous avons adopté
Les hydrolysats purifiés sur Dowex~50 sont déposés sous forme
de trainées de 30 em environ (dépdt de 200 & 250 gZL) sur
papier Whatman n®l et soumis & la chromatographie dans le sys-
téme solvant phénolique déerit plus haut, Aprés sdéchage des
chromatogrammes sous une hotte ventilée, nous repérons 1'empla-
cement des nucléotides par révélation de bandes latérales., Les
surfaces de papier correspondantes & chaque nucléotide sont
découpées et on pratigue une élution avec de l'eau distillée au
moyen de l'appareil de DENT en présence de chloroforme. ILes
solutions obtenues sont évaporées a siccité et les résidus
sont repris par une faible guantité dteauw distillée. Des quan-
tités identiques de ces derniéres solutions sont soumises & une
deuxieme chromatographie.

a) dans le systéme solvant ; isopropanol/ammoniague/eau (70
40 3 30) de WARKHAM & SMITH (499), pour 1'étude spectrophotomé~
trigue 3

b) dans le solvant phénolique, pour le dosage du phosphore,

Sur les premiers chromatogrammes, les nucléotides sont repérés
en chambre noire avec la lampe Mindralight et les carrés de
papler correspondants sont introduits en petits morceaux avec
de 1'acide chlorhydrique 0,01 N (0,1 N pour l'acide guanylique)
dans des petits flacons. L'élution des nucléotides se fait & 1la
température du Laboratoire pendant 8 heures et les solutions
obtenues (20 p g de nucléotides environ par ml.) sont étudiées
en spectrophotométrie. Nous avons tracé pour chague nucléotide,
la courbe des absorptions en fonction de la longueur d'onde &
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pH 2 (pH 1 pour 1l'acide guanylique peu soluble dans l'acide
chlorhydrique 0,01 N). Nous avons effectué les rapports des
densités optiques & différentes longueurs d'onde gqui sont
caractéristiques pour chague corps pur, De plus, nous avons
déterminé, & partir des densités optiques a 260 m*f et selon
la méthode décrite plus haut (voir p.130 ) les quantités de
chagque nucléotide déposées sur lcs chronatograimies. Nous en
avons déduit les quantités de phosphore correspondantes et
nous avons comparé ces résultats avec ceux obtenus par dosage
direct effectué sur les deuxiemes chromatogrammes développés

dans le systéme phénolique,

Résultats,

Nogs résultats sont réunis dans le Tableau VII dans
lequel nous avons précisé les valeurs trouvées pour des
nucléotides purs commerciaux (mélange des nucléosides 2' et
3' phosphate).

Lies courbes d'absorption cn fonection de la longucur d'onde, de
nos nucldéotiles, sont superposables a cellesdes nucléotides purs.
Les rapports des quantités de nucléotides, déterminées par
spectrovhotométrie et par le dosage du phosphore, sont trés

voisins de 1 (Tableauw VIII)

Conclusion.

Nous pouvons donc affirmer que les nucléotides
séparés par chromatographie sur papier dans le systeme solvant
phénolique sont purs.

20) Pureté des nucléotides séparés par électrophorése sur papier

a) Afin de vérifier la pureté des nucléotides séparés par
¢lectrophorése sur papier, nous avons soumis le méme hydrolysat
tissulaire (aprés purification sur résine) & une électrophorese
sur papier d'Arches et & une électrophorése sur papier Whatman
n°l.
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TABLEAU VIT

Propriétés optiques en lumiére ultra~-violette des nucléo-
chromatographie sur papier.

tides provenant d'hydrolysats tissulaires, séparés par
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TABLEAU VIIT

Comparaison des quantités de nucléotides, exprimées en E g
de phosphore

- déterminées par dosage direct sur chromatogramme effectué
dans le systéme sclvant phénoligue.

déduites des densités optiques & 260 my apres rechromato-
graphie dans le syst®me de IIARKHAM & SMITH (500)

NUCLEOTIDES : P dosé

08 o°

P calculé P calculé/P dosé

—— gy o B T e e s et o S gt © e s et e . o . s bt © s e it e s i it ittt ot gt O vt s . L ot st e Gt £ S P e G G e S S St G G

as se

®e o® ©0 06 ev e® O® 0D 8¢ OO
@a 65 00 20 83 ae e 00 e @

U P 9,38 9,30 0,99
: G . 6,61 6,57 0,99 :
: C fo11,25 11,37 1,01 :
: A : 9,10 9,14 1,01 :

NOTA : les résultats rapportés sont les noyennes de 4 doSages.

Les dosages des nucléotides sont effectués par spec-
trophotométrie & partir des premiers électrophorégrammes et par
dosage du phosphore & partir des deuxiémes électrophorégrammes.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le
Tableau IX ol l'on peut voir gque les guantités de nucléotides
déterminées par les deux méthodes, sont treés voisines, sauf
pour l'acide uridylique. Il semble en effet qu'un composé
phosphoré non nucléotidique migre en méme temps que 1l'acide
uridyliquesy Il a été montré (voir plus loin) que celui-ci
dtait souillé dlacide glycérophosphorique qui donne une erreur
par exceés dans les dosages de phosphore.

Le dosage spectrophotométrique semble donc préféra-
ble au dosage de phosphore dans ce cas-ci.
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TABLEAU IX

Quantités de nucléotides, exprimées en e g de P, déduites

des dosages UV aprés électrophorése sur papier d'Arches et

déduites des dosages de P aprés électrophorése sur papier
Whatman n°l.

Rapport des quan~
tités denucldotim

o #e 90
an A0 g0

Quantités de nucléotides

5 a8 oo se 0o

: NUCLEOTIDES ( v & de P) dze 3
: 3 e e e e e e ey
: : Dosage UV :Dosage de P : Dosage UV/DoswgeIh
R ———— P e R T - $ e e e e e -1
v 3,87 1 4,06 0,95
s G : 5,95 : 5,87 : 1,01 :
; C . 5,89 . 5,75 . 1,02 :
: A : 3,80 : 3,81 : 1 s

b) L'étude spectrophotométrigque des nucléotides séparés
par électrophorése sur papier d'Arches, a permis de calculer
les rapports des densités optiques & différentes longueurs
d'onde : ces rapports sont identiques & ceux calculés pour les
nucléotides purs commerciaux (voir Tableau X).. \

c) Nous avons,de plus,vérifié qu'aucun acide aminé ou
peptide, susceptible de fausser les dosages spectrophotométri-
gues ne migre en méme temps que les nucléotides sur les élec—
trophorégrammes, L'imprégnation de ceux~ci par une solution
acétonique de ninhydrine & 1 p. 100 ne montre en effet que
l'existence de faibles taches "ninhydrine positives" entre les
acides adénylique et guanyligue.
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19) Isolement des constituants de la tache X,

Ia "fraction ARN" de 20 foies de Rat a été soumise
dans un premier temps, & la chromatographie préparative dans
le systéme solvant phénolique décrit plus haut,ce qui nous a
fourni une quantité importante de la tache X.

Dans un second temps, et a la suite de recherches
chromatographiques systématiques, destinées a trouver un sys-
téme solvant qui réalisdt la séparation des différents consti-
tuants éventuels de la tache X, celle-ci a été soumise a la
chromatographie préparative dans le systéme solvant isopropanol/
ammoniague/eau (70 : 40 : 30).

Nous avons obtenu de cette maniére deux composés Xa
et Xb, le composé mineur Xa absorbant l'ultra-violet.

20) ;dentification de l'acide pseudo-uridylique.

Le couposé Xy a été identifié a 1l'acide pseudo-
uridyligue de la maniere suivante 3

1 - Sa courbe d'absorption de la lumiére ultra-violetve & pH 2
est identique (voir Fig. 25 et Tableau XI) & celle du 5&me
nucléotide de DAVIS & ALLEN (513) découvert dans les hydroly-
sats de Levure et dont les études de structure ont permis
A'affirmer qu'il sagissait de 1l'acide pseudo-uridylique. (voir
Fig. 3 p. 16)(YU & ALIEN(514) ; SCANELL & Coll. (515) 5 COHN
(516)).

2 - I1 a été soumis & une chromatographie sur papier dans le
systeéme solvant : isopropanol/acide acétique/eau (60 : 30 3
10) et nous avons observé gue son BF’ comme celui du 5émne
mucléotide de DAVIS & ALLEN (517) était égal & la moitié de
celui de 1l'acide uridylique déposcé comme témoin.
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TABLEAU IX

Quantités de nucléotides, exprimées en v g de P, déduites

des dosages UV aprés électrophorése sur papier d'Arches et

déduites des dosages de P aprés électrophorése sur papier
Whatman n°l,

o 80

Rapport des guane

Quantités denucléotides: tités denucldotim
(p gde P) des

—————————————————————————————————————————— v—v—w-:

: Dosage UV :Dosage de P : Dosage UV/Dosage P*

on 8¢ o
en 99 @8 0o
as a0 pe

NUCLEOTIDES

-

o et et o e st e et e St v s i s it e . gt e e s . o o i e s o S e s s . N ! A e e i T g o i W PO Y o Y et S

®% B I8 €9 we 8C 00 €& 96 00 e

: -4
U : 3,87 ] 4,06 0,95
: G : 5,95 : 5,87 1,01 :
: C : 5,89  ° 5,75 1,02 :
: A : 3,80 3,81 1 ¥

b) IL'étude spectrophotométrique des mucléotides séparés
par électrophorése sur papier d'Arches, a permis de calculer
les rapports des densités optiques & différentes longueurs
d'onde : ces rapports sont identigues & ceux calculéds pour les
nucléotides purs commerciaux (voir Tableau X).. ‘

¢) Nous avons,de plus,vérifié qu'aucun acide aminé ou
peptide, susceptible de fausser les dosages spectrophotométri-
ques ne migre en méme temps que les nucléotides sur les élec~
trophorégrammes. L'imprégnation de ceux-~ci par une solution
acétonique de ninhydrine & 1 p. 100 ne montre en effet que
l'existence de faibles taches "ninhydrine positives" entre les
acides adénylique et guanylique.



TABLEAU X

Propriétés optigues en lumiere ultra-violette des nucléotides
provenant d'hydrolysats tissulaires,séparés par électrophorese
sur papier.

:Nucléotides:pH ; Amax Amin, DO 250

PmesonIaeRY _my! my ! DO 260 i DO260___ [ DO_260___;
: Fr Yo toel o7 P 0,79 0,32 ° 0,06 °:
: u : : : : : :
: o® Yo foe1l o7t 0,76 G 0,31 ° 0,03
: P oP1%252 %225 % 0,01 Y 0,64 } 0,39 °©
: G : H : : : : :
: c *1toes2ioxst 0,93 1 0,68 P 0,35
: Pofoiorg fogof o054 P 2,1 P 1,50
: C : : s : : : :
: c Pe2io278 240 0,45 P 2 c 1,39
: P ofotosy 230 0,85 ¢ 0,25 P 0,07
: A H : H : H H H
; c P2%toesyiezol 0,85 1 0,24 [ 0,036

¥ 5 = pucléotides de 1'ARN de foie de Rat
¢ = nucléotides du commerce
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Conclusion.

Nous pouvonsg donc affirmer que les nucléotides
séparés par électrophorése sur papier sont purs sauf 1l'acide
uridylique. La présence de composé phosphoré migrant en méme
temps que ce nucléotide fait préférer la séparation électro-
phorétigue sur papier d'Aréhes suivie du dosage spectrophoto-
trique des nucléotides.

G - LES COMPOSES PHOSPHORES NON NUCLEOTIDIQUES DE
LA "FRACTION ARN" DE SCHMIDT ET THANNHAUSER.

Plusieurs Auteurs (BOULANGER & MONTREUIL (501) 3
DAVIDSON & SMELLIE (502) ; DAVIDSON (503) 3 MOULE (504) ;
MANDEL (505)) ont montré que des composés phosphorylés accom-
ragnaient les ribonucléotides dans la "fraction ARN" des tissus
traités selon la méthode de SCHMIDT & THANNHAUSER (506). Parmi
gux, DAVIDSON & ses Coll.: CROSBIE (507), ot HUTCHINSON (508)
ont caractérisé plusieurs phosphopeptides et un acide inosi-
tolphosphorique, La présence d'inositol-phosphates a été con-
firmée plus tard par HONTREUIL & BOULANGER (509), celle des
phosphopeptides par MANDEL & Coll.: ILEDIG (510) et DOLY (511).
Cependant, aucune de ces substances ne correspondait a une
tache importante qui se situait,sur les chromatogrammes de la
"fraction ARN" des tissus, effectués dans le systeme solvant
phénol/isopropanocl/acide formique/eau (85 : 5 : 10 : 100),
entre l'acide orthophosphorique et 1'acide uridyligue

RF acide orthophosphorigue 0,36
RF tache X inconnue 0,43
Rp acide uridylique 0,50

Les recherches que nous avons eiffectudes (MONTREUIL
& Coll. (512)) nous ont permis de démontrer que la tache incon-
nue était essentiellement composée d'acide glycérophosphorique

accompagné d'une trés faible quantité d'acide pseudoruridyligue
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1°) Isolement des constituants de la tache X.

La "fraction ARN" de 20 foies de Rat a été soumise
dans un premier temps, & la chromatographie préparative dans
le systéme solvant phénolique décrit plus haut,ce qui nous a
fourni une quantité importante de la tache X.

Dans un second temps, et & la suite de recherches
chromatographiques systématiques, destinées & trouver un sys-
teme solvant qui rdéalisflt la séparation des différents consti-
tuants éventuels de la tache X, celle-ci a été soumise & la
chromatographie préparative dans le systéme solvant isopropanol/
ammoniaque/eau (70 : 40 3 30).

Nous avons obtenu de cette maniere deux composés Xa
et Xb, le composé mineur Xa absorbant 1l'ultra-violet.

2°) rsdentification de l'acide pseudo-uridylique.

Le coumposé Xy a été identifié a 1'acide pseudo-
uridylique de la maniere suivante 3

1l -~ Sa courbe d'absorption de la lumiére ultra-violetie & pH 2
est identique (voir Fig. 25 et Tableau XI) & celle du Séme
nucléotide de DAVIS & ALTLEN (513) découvert dans les hydroly-
sats de Levure et dont les études de structure ont permis
d'affirmer quiil s'agissait de l'acide pseudo-uridylique. (voir
Fig. 3 p. 16)(YU & ALLEN(514) ; SCANELL & Coll. (515) ; COHN
(516)).

2 - I1 a été soumis a une chromatographie sur papier dans le
systéme solvant : isopropanocl/acide acétique/eau (60 : 30 3
10) et nous avons observé que son BF’ comme celui du 5éme
nucléotide de DAVIS & ALLEN (517) était égal & la moitié de
celui de 1l'acide uridylique déposé comme témoin.
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- ) ,ﬂ,,>
225 265
A me
FIGURE 25

Spectre d'absorption en luniere ultra-
violette du composé X, (en trait plein)
et de 1'acide uridyligue (en pointillé)
en solution dans 1l'acide chlorhydrigue
0,01 N.

Acide uridylique A
X

it

261 gl A min = 227 g
263 7] = 234 "

nax
a N nax
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TABLEAU XTI

Propriétés optiques en lumiere ultra-violette du composé Xg
et de 1l'acide pseudo-uridylique, avant et apres déphosphory—~
lation : rapports des densités optiques & différentes lon-
gueurs d'onde (pH 2) '

: "Amex® Amin® DO 250 ¢ Do 280 P Do 200 !
e Lo Wy . my o DO 260 DO _260 . __DO_260 .
tacide pseudo- | oe T 033 10 74-0,76 1 0,36-0,42: 0,06-0,07 *
" uridylique : : 205 AN 423 0, y OF

X, ‘263 ;o234 ] 0,74 1 0,40 ! 0,13 |
‘Pseudo-uridine * 263 } 234 ° 0,75 0,44 ° 0,08 }
‘X_ déphosphoryld 263 : 234 ! 0,79 * 0,50 ° 0,08 °F

s 8o

[ ° (3
] °

3 — En électrophordse sur papier, en tampon acide citrique/
citrate de sodium 0,02 M, de pH 3,5 (DAVIDSON & SMELLIE (518))
sa "mobilité" est presque identique & celle de l'acide uridy-
lique.
4 - Nous avons hydrolysé le composé X, par la phosphatase
alcaline en présence de chlorure de Magnésium et en tampon acé-
tate de sodium de pH 8,6 pendant 1 heure a 37°C. Le composé
déphosphorylé obtenu absorbe la lumiere ultra-violétte ; son
RF est égal & la moitié de celui de 1l'uridine dans les systemes
solvants 3

n Butanol/eau (84 : 16)

n Butanol/acide formique/eau (77 : 10 : 13)
Ce comportement chromatographique est celui de la pseudo uridine,

5 - Les propriétés optiques du composé Xa déphosphorylé sont
identiques a celles de la pseudo-uridine (voir Tableau XI).
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3°) Identification de 1l'acide glycérophosphorigue.

Le composé Xa ne représente que les 5p. 100 environ
de la tache X dont il nous restait & identifier le constituant
majeur. Nous avons pu démontrer gqu'il s'agissait de 1l'acide |
glycérophosphorique sur la base des résultats expérimentaux

suivants

1 - L'acide glycérophosphorique posséde, dans le systéme sol-~
vant phénolique, le méme comportement que la tache X.

2 — Nous avons identifié le glycérol parmi les produits de
1'hydrolyse phosphatasique des constituants de la tache X.

3 -~ Nous avons en outre montré qu'il existait un reste "phospho-
ryle" par mole de glycérol de la maniére suivante 3

Nous avons effectué sur une feuille de papier Whatman n®l
~ 3 dépbts d'une solution de glycérol correspondant respective-
ment & des quantités de 25,50 et 75 ve de glycérol,
- 4 dépdts identiques de 1l'hydrolysat phosphatasique des cons-—
tituants de la tache X.
- 3 déplts témoins constitués respectivement par la solution
de phosphatase utilisée, de l'acide orthophosphorique et du
glycérol.
Apres chromatographie dans le systéme solvant de
PARTRIDGE (519) : butanol/acide acétique/eau (4 : 1 : 5) et
séchage du papier, on révele 1l'emplacement, sur les bandes
témoins
-~ de l'acide phosphorigue par pulvérisation du réactif de HANES
& ISHERWOOD (520)
- du glycérol par la méthode de TREVELYAN (521) au nitrate
d'argent sodique. ,
On découpe alors les chromatogrammes en deux parties :
la partie supérieure ol se trouve 1l'acide phosphorique sert au
dosage du phosphore effectud selon la méthode d'ALLEN (522)
(voir p.128) sur les morceaux de papier découpés apres révéla-
tion. Ia partie inférieure, ol se trouve le glycérol sert &
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effectuer un dosage semi-quantitatif de cette substance, par
comparaison des intensités des taches données par le réactif
au nitrate d'argent avec les taches données par les dépbts
témoins.

4°) Localisation des composés phosphorylés non nucléotidiques

sur les électrophorégrammes.,

I1 nous a paru intéressant de rechercher sur nos
électrophordégrommes 1'emplacement des composés phosphorés non
nucléotidiques présents dans la fraction "ARN de SCHMIDT &
THANNHAUSER" purifiée sur Dowex-50.

Ia révélation des composés phosphorés étant difficile
8 cause de la persistance du tampon sur le papier, nous avons
soumis & la séparation électrophorétique des préparations
radioactives provenant d'animaux marqués par injection de
32P. Phosphate de sodium . Les autoradiogrammes ont montré
1'existence de deux taches fortement radioactives, migrant plus
rapidement que les 4 nucléotides (Fig. 26).

Ces deux taches ont été identifiées de la fagon sui-
vante 3
Des chromatogrammes séparatifs ont été effectués dans le sys—
téme phénolique de BOULANGER & MONTREUIL (523) & partir d'hydro-
lysat d'ARN radioactif, de fagon & recueillir séparément 1'acide
orthophosphorique et le "spot X" marqués.

Nous avons ensuite soumis 1'hydrolysat d'ARN tissulaire marqué
au 32P a4 la séparation électrophorétique dans le tampon de
DAVIDSON & SUELLIE (524 ), en déposant sur la méme feuille de
papier les témoins acide orthophosphorique et "spot X" radie-
actifs. Les autoradiogrammes nous ont permis de constater que
le composé le plus rapide est 1l'acide orthophosphorique. Le
deuxieme composé radioactif, accolé guelque fois a l1l'acide

uridylique,et souvent dédoublé,est le phosphoglycérol,
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FIGURE 26

Autoradiogramme de la "fraction ARN de SCHMIDT &
THANNHAUSER" provenant de foies de rats narqués
par injection de 32P phosphates,

Electrophorése en tampon citrate de pH 3,5

Pis AGP, U, G, C, A ¢ respectivement les acides
phosphorique, glycérophosphorigue, uridylique,
guanylique, cytidylique, adénylique.
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Nous avons en autre, observé gque l'acide pseudo— - -
uridylique migre en méme tenps que llacide uridyligque sur les
électrophorégrammes.

Les autoradiogrammes ont révélé aussi la présence
de composés radioactifs entre les acides adénylique et guany-
lique. Cette constatation, ragpfochée de celle de 1l'existence
dc substances révilées par la nimhydrine dans cette région,peut
nous permettre de conclurc a la présence dc traces de phospho-
peptidesydont 1'existence a déja été signolde, cormie nous
ltavons vu plus haut, dans lo fraction de SCHMIDT & THANNHAUSER
(525).

50) Signification des composés phosphorés non nucléotidiques
dans la fraction "ARN" des tissus.

1l - La présence d'acide pscudo-uridylique s'explique aisdnent
depuis gque 1l'on sait gque ce nucléotide entrc dons la corposi-
tion de certains acides ribonucléiyues cellulaires corme les
ARNS (voir p. 27).

2 - Quant & 1l'acide glycérophosphorique (comme lcs inositol-
phosphates) il provient de 1'hydrolyse alcaline des phospholi-~
pides coumne le dénontrent les vésultats suivants

a — Des délipidations tres poussées de tissus, effcetudcs dans
un appareil de KUMAGAWA, successivenment par 1'éther, 1'acétone,
le chloroforiic et le tétrachlorure de carbone s'accompagnent
d'une dininution notable de la teneur en acide glycérophospho-
rique des hydrolysats tissulaires,

b -~ Le dosage chromatographique de l'acide glycérophosphorique
de la "fragtion ARN" de différents tissus nontre gque ce composé
représente une proportion importante du phosphore total de cette
fraction et que le cerveau en est particulidrcnent riche (Ta-
bleau XII). Ce dernier résultat confirme 1'obscrvation de LOGAN
& Coll. (526) qui estimaient que 50 p.100 du phosphore de 1o

"fraction ARN" du cerveau n'était pas de nature nucléotidique.
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TABLEAU XTIT

Teneur en acide glycérophosphorique de Aifférents tissus
préparés sclon la néthodc de SCHMIDT & THANNHAUSER (cn g de
phosphorc de 1'acide glycérophosphorigue pour 100 g de phos—
phore des acides ribonucléigues). (¥)

9]

Rate 11,28 £ 1,70 Rein 27 £ 4,70
Foie 18,53 & 4,64 Cerveau 45 % 0,50
Poumon 24,51 % 1,18

() Le"phosphore de 1'acide glycérophosphorique" et le "phos-
phore des acides ribonucléiquesont été déterminés chroma-
tographiquement. Le dernier est obtenu en effectuant la

somme des quantités de phosphore de chacun des ribonucléo-~
tides.
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Conclusions.

-1 - La™raction ARN" des tissus traités selon le mode opéra-
toire de SCHMIDT & THANNHAUSER (527) contient des proportions
variables de composés phosphorés non nucléotidiques qui intro—
duisent une cause d'erreur trées importante dans les dosages
des ARN tissulaires par les méthodes classiques.

2 ~ Plusieurs d'entre eux ont ét¢ identifiés par différents
Auteurs, Il stagit d'inositol-phosphates et de phosphopeptides.
Nous-mémes avons en outre démontré 1'existence d'acide glycéro-
phosphorique. '

3 - L'acide glycérophosphorique et l'acide pseudo-uridylique
possedent des comportements chromatographiques identiques et
constituent la "ache X" qui se situe entre 1l'acide orthophos-
phorigue et l'acide uridylique sur les chromatogrammes effec-—
tuéds avec le systéme solvant phénol/isopropanocl/acide formique/
cau (85 : 5 : 10 : 100). Au contraire, ces deux composés sont
séparables par électrophorese dans le tampon de DAVIDSON (..c. ci-
triqueyecitrate de sodium de pH 3,5) 1'acide pseudc-uridylique
migrant avec 1l'acide uridylique et 1l'acide glycérophosphorique
se situant au dessous de la tache d'acide uridylique.

4 - La présence des composés phosphorés non nucléotidiques
s'explique aisément ; les phosphopeptides proviennent d'une
hydrolyse imcompleéte des phosphoprotéides ; 1l'acide glycéro-
phosphorique et les inositol-phosphates sont des produits
d'hydrolyse alcaline de phospholipides dont ils sont les cong-
tituants. En outre, les tissus les plus riches en lipides comme
le cexrveau fournissent des proportions importantes d'acide
glycérophosphorique et des délipidations poussées provogquent
une diminution de ce dernier.

5 — Des délipidations prolongées de tissus ne permettent pas
d'éliminer totalement des "fractions ARN" tissulaires les
acides inositol et glycérophosphoriques. Une observation iden-
tique a été faite par HAWTHORNE (528) qui a montré la présence
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d'inositol et de glycérol dans les fractions protéiques de
foie de lapin soumises a des délipidations aussi complétes
due possible.

D'autre part, des phosphatido-peptides ont été signaids dans
tous les tissus de mammiféres par HUGGINS & COHN (529) et
MANDEL & ses Coll. LEDIG (530) et DOLY (531) ont montré que
les phosphopeptides de la fraction ARN sont d'origine phos-
phatidique.

Ces résultats sint en faveur de 1'existence de complexes

stables de phospholipides et de protéides.

6 - Comme nous le verrons plus loin (p.198 ), 1'étude de la
cinétique d'échange de l'acide radiophosphorique dans 1l'acide
glycérophosphorique des "fractions ARN" du foie .entier et

des fractions cytoplasmiques montre qu'il existe vraisembla-
blement une relation physico-chimigue et métaboligue entre les
acides ribonucléiques et les phospholipides, déja envisagée
par plusieurs Auteurs (TS'0 & SAT0)(532) ; (HUNTER & GODSON)
(533) 3 (GODSON & HUNTER)(534).

H - PROTOCOLE FXPERIMENTAL.

Sur la base des expérimentations précédentes, nous
nous sommes finalement arrétée au protocole expérimental sui-
vant qui rassemble les différentes technigues décrites dans
les paragraphes différents.

1°) Traitement des tissus.

Les tissus broyés et débarrassés de la trame conjonc-
tive sont homogénéisésen chambre froide avec de l'acide tri-
chloracétique a 10 p. 100. |

Apres traitement & l'acide trichloracétique, 1'homo-
génat est lavé trois fois a4 1'éthanol absolu puis délipidé par
un mélange d'éthanol et d'éther (v/v) & 1'ébullition et &
reflux. (voir détails au paragraphe A 3 p.105).
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2°) Hydrolyse sodigue.

Le résidu acido insoluble est soumis & une hydrolyse
sodique pendant 18 heures & 37°C. Nous utilisons de la soude
0,5 N & raison de 20 ml par foie (3 mg de phosphore ARN envi-
ron soit 4 mg de phosphore total).

Les hydrolysats refroidis sont amenés & pH 4 par
addition d'acide formique concentré., Apres repos une heure, le
précipité constitué par 1'ADN et les produits de clivage des
protéines est éliminé par centrifugation. (voir schéma ci-contre)

30) Purification sur échangeur de cations.

Le liguide surnageant précédent est filtré ; il con-
tient les ribonucléotides, l'acide phosphorique libre provenant
de 1l'hydrolyse des phosphoprotéides, des substances phosphorées
non nucléotidiques (voir p.137), des ions Nat et gquelques pro-
duits de dégradation alcaline des protéines.

Cette solution, & laguelle est ajoutée 1l'eau de
lavage du filtre, est dilude a 100 ml avec de 1l'eau distillée,
puis passée sur résine Dowex-50 x 2 (mesh 25-50)(2 x 20 cm) &
la vitesse de 0,6 ml par mn. La résine est ensuite lawée avec
1 litre d'eau diwtillée que 1'on fait couler & la méme vitesse
gue 1l'hydrolysat. L'effluent est recueilli sur chloroforme pour
éviter la dégradation des nucléotides.

La solution de nucléotides purs obtenuesest concen~
trée & 1'évaporateur rotatif Eral & 30° ou sous courant d'air
en cristallisoir & la température du laboratoire, puls dessé-
chée en capsule sous courant d'air froid.

4°) Séparation chromatographigue et électrophorétigue.

Le résidu de dessication est repris par un faible
volume d'eau distillée (0,5 & 2 ml). Ia solution obtenue est
centrifugée en tube conigque et décantée. Elle est soumise
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Homogénat tissulaire
3 traitements avec Acide trichlo-
racétique 2 10 p. 100 (4°C) sy Fraction acido-soluble

|

Résidu 1
3 traitements & 1l'éthanol froid
3 traitements a 1'éthanol-éther

a 1'ébullition s Lipides
v
Résidu 2
Hydrolyse par la soude G,5 N
18 h. & 37°C > Solution

+ Acide formique __ypH 4

Solution ¢

(centrifugation) l
Ribonucléotides Précipité
Acide orthophosphorique ADN et produits de dégra-
. dation alcaline des pro-~
Substances phosphorées non .
X téines
nucléotidiques

Produits de dégradation alcaline
des protéines

Na+

Schéma de fractionnement des tissus.
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La chromatographie se Tait sur papier Whatman nl
& 22°C dans le systéme solvant de BOULANGER & MONTREUIL (535)
acide formigque/isopropanol/phénol/eau (10 : 5 ¢ 85 : 100). Les
composés phosphorés sont révélés par le réactif de HANES &
ISHERWOOD (536).

L'électrophorese est pratiquée dans une cuve en toit
sur papier d'Arches n®304 dans le tampon acide citrique/citrate
de sodium 0,02 M de pH 3,5 , de DAVIDSON & SHMELIIE (537)

(11 V/cem ; 6 heures). Les nucléotides sont repérés en chambre
noire & l1l'aide de la lampe Minéralight. (voir détails techni-
ques au paragraphe D ; p.127 et 128),

50) Dosage des rucléotides.

Les nucléotides séparés par chromatographie sur
papier sont dosés par la méthode colorimétrique d'ALLEN (538)
avec le photométre de Meunier., Les nucléotides séparés par
électrophorése sur papier sont dosés par spectrophotométrie.
(voir détails techniques au paragraphe E ; p.128et130 ).

Ces dosages nous ont permis de calculer la composi-
tion centésimale nucléotidique des ARN des tissus du Rat.
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II ~ RESULTATS ET OBSERVATIONS.

Les résultats que nous avons obtenus sont rassem-
blés dans le Tableau XIIT.

1°) Composition des ARN du foie de Rat.

I1 est intéressant de comparer nos résultats concer—
nant la composition des ARN du foie de Rat avec ceux d'autres
Auteurs qui, comme nous, ont tenté de déterminer la composition
de ces ARN, sans isolement préalable.(Tableau XIV),

Ils sont assez voisins de ceux de ELSON & CHARGAFF
(539), KLEINSCHMIDT (540) et WEILL (541). Cependant la teneur
un peu élevée en acide wridylique donnée par WEILL (542) accom-
pagnant une valeur um peu faible pour l1l'acide cytidylique,
fait penser & une désamination possible de celui-ci au cours
de 1l'hydrolyse potassique.

Par contre, WERKHEISER (543), DE LALIRANDE, ALLARD &
CANTERO (544 ) trouvent des nombres beaucoup plus élevés, pour
la teneur en acide guanylique. Mais, il convient de signaler 3
a) que WEPKHEISER (545) sépare les composants acido-solubles
en faisant agir l'acide trichloracétique 30 mn & la température
du laboratoire. Il est probable qu'il se produit dans ces con-—
ditions une hydrolyse partielle de 1'ARN et que, par conséquent,
les résultats sont entachés 4'erreurs.

b) que DE LAMIRANDE & Coll. (546) effectuent des dosages spec—
trophotométriques des nucléotides séparés par chromatographie
sur colonne de résine, Il se peut que ces nucléotides ne soient
pas purs et que des substances absorbant l'ultra-violet viennent
interférer et fausser les dosages.

Nous nous sommes mise & l'abri de telles critiques
en multipliant les vérifications de pureté de nos nucléotides.
Aucune substance phosphorée ne migre en méme
temps gqu'eux sur les chromatogrammes, dans le systéme phénoli~-
que. Aucune substance absorbant l'ultra-violet ne vient fausser
les dosages spectrophotométriques effectués & partir des élec~
trophorégrammes. Sur ces derniers, la préscnce de glycérophos-



TABLEAU XIII
Composition des acides ribonucléiques de divers tissus du Rat.
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phate (voir page 142) accolé & la tache d'acide uridylique,
fait préférer le dosage spectrophotométrique & celui du phos-
phore, pour l'acide uridylique tout au moins (Tableau IX et
Fig. 26).

Des études statistiques effectuées aprés de tres
nombreux dosages ont montré que nos résultats sont reproduc-—
tibles et que les écarts & la moyenne sont de 1l'ordre de
3 p. 100.

Notre but lointain étant de comparer la composition
des ARV des tissus sains et des tissus néoplasiques, il était
extrémement important pour nous de posséder une technique & la
fois simple, exactc et fidele. I1 nous fallait, en effet,
pouvoir calculer avec précision les quantités relatives de
chague nucléotide, afin de déceler de faibles changements
pathologiques ou desmodifications d'origine virale.

Cette méthode est maintenant bien au point et peut
8tre appliquée & 1'étude de la composition des différents ARN
cellulaires et & celle des &#RN des tissus cancéreux.

20) Composition des ARN des différents tissus.

Quel que soit le tissu envisagé, les ARN totaux
cellulaires ont la méme composition (Tableau XIII).

S'il yv a une spécificité d'espece , i1l n'y a donc
pas de spéeificité d'organe en ce gqui concerne 1'ARN. Ceci est
également la conclusion des travaux de MAGASANIK (547),
KLEINSCHMIDT (548), KIT (549).

I1 peut paraitre surprenant & priori que les résul-
tats soient identiques dans tous les tissus quand on sait
maintenant que les ARN sont hétérogeénes et constitués de molé-
cules distinctes que 1l'on appelle ; ARN messagers, ARN de
transfert et ARN ribosomaux.

D'autre part, la centrifugation différentielle
d'homogénats tissulaires a permis d'obtenir des fractions cel-
lulaires (noyaux, mitochondries, microsomes, suc cellulaire)
dont les ARN ont une composition voisine de celle de 1'ARN
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total sauf pour les noyaux qui se distinguent des autres
fractions, quelles gue soient la méthode d'isolement et 1a
méthode d'analyse utilisées (MARSHAK (550), CROSBIE, SMELLIE &
DAVIDSON ( 551), ELSON & CHARGAFF (552), OSAWA (553), HOTTA
(554), OIMSTED & VILLEE (555), KIT (556), DERUMEZ (557)). Or,
dans ces fractions cellulaires, comme dans les organes 4tudiés,
les proportions des différents ARN ne sont pas forcément les
mémes et une telle égalité ne pouvait provenir gque d'une simi-
litude de composition des différents ARN, ('est en effet 1le
cagg en outre, 1l n'y a pas de différence 4'egpeéces dans les
tissus animaux pour 1'ARN ribosomal et 1'ARN de transfert pos-v
sede la méme composition chez les microorganismes et chez les
animaux supéricurs (HOAGLAND (558)).

La composition particuliére trouvée pour les ARN des
noyaux est probablement due & la présence de 1'ARN messager qui,
lui, est différent des autres ARN (voir p.33 ). Cet ARN messagex
n'étant qu'en tres faible proportion dans la cellule, sa compo-—
sition modifie peu celle des "ARN totaux". On peut par consé-—
guent
- spéculer sur les résultats obtenus aprés 1'étude de ces ARN
totaux
- prévoir qu'il sera difficile de mettre en évidence des modi-
fications pathologiques en étudiant lo composition globale des
ARN cellulaires.

3°) Relation entre la composition des ARN totaux et celle des
ADN totaux.

La tenecur en acides guanylique et cytidylique des
acides ribonucléiques est identique & la teneur en acide adé-
nylique et thymidylique des acides désoxyribonucléiques 3 il
existe de méme une correspondance étroite entre les acides
adénylique et uridyligque des acides ribonucléiques et les
acides guanylique et cytidylique des acides désoxyribonucléi-
ques (voir Tableau XTIT et XV).
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TABLEAU XV

Composition des acides désoxyribonucléiques de
divers tissus de Rat.

;Nature'Desoxyrlbonucleldes (x) Pu?ipeg :6NH2 : :
: du ot H b T :Pyrimidi-:% ¢o : Références :
stissu 3 4G ; aC ; dA 4T ;.  mes . : .
:Coeur :20,2 °ao 9 29,7 29,1 : 1 :1,05 :KLEINSCHMIDT(559)'
.Toie 320 84+ 21,4 27,9 :30,1 3 0,95 :1,03 : YAMANA (560)+
‘Rate 122, 901 120,1 129 :28,2 : 1,08 :0,962° KLEINSCHMIDT(559)
‘Rein :21, 80 20,3 28,2 29,8 : 1 ;o 945 : KLEINSCHMIDT(559)
(%) 4G, dc, di, 4T d681gnunt les acides désoxyguanylique, désoxy-

cytldyllque, desoxyadenylique et thymidylique.

Ces constatations, fnites en 1560 (IONTRIUIL & Coll.
(561)),¢étaient donc cn faveur d'unc biosyntheése des acides ribo-
nucléiques par "moulage" sur les molécules d'acides désoxyri-
bonucléiques., Elles étaient en désaccord avec les schémas de
moulage proposés par LOCKINGEN & DE BUSK (562) et par RICH (563)
(appariement des ribonucléotides G, Cy A, U avec, respectivements
les désoxyribonucléotides des molécules d'acide désoxyribonu-
cléique (ADN) : 4C, 4G, dT, dA) et par STENT (564) (appariement
des ribonucléotides G, C, A, U, respectivement, avec les "dou-
blets nucléotidiques" suivants des ADN ¢ d4C-dG, 4G-dC, 4T-dA,
dA-dT). Elles confirmaient au contraire, 1'hypothése de ZUBAY
(565 % appariement des ribonucléotides &, C, A, U, respectivement,
avec les "doublets nucléotidiques" suivants des ADN s 4T-dA ou
dA-dT, dA-dT ou dT-dA, d4G-dC ou dC-4G, dAC-dG ou dG-AcC.
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Ce nécanisne invogue la préscnce d'un intermédiaire
en triple hélice formé par la double chalne de 1'ADN et une
simple chaine polyribonucléotidigue ; cette triple chafne se
formerait en mlne temps gque la chafne ARN elle-néne, cons-
tituée & partir des nucléosides triphosphates du milieu cellu~
laire. Toutefois, la formation de cet intermédiaire & 3 chaines
nécessite quelques modifications dans la structure de 1'ADN
(ZUBAY)(566)

— rupture des liaisons H entre les groupes NH2 et le groupe

CO des bases apparides ;

~ rotation des plans de ces bases 1l'un par rapport a l'autre

- rotation des groupes NH2 de l'adénine et de la cytosine hors
du plan de la base.

L'association des deux chalnes polynucléotidiques
dans la nolécule d'ADN se fait par liaison “pont hydrogéne"
entre 1l'hydrogéne du groupement -NH d'une base et un azote du
cycle de 1l'autre base, Leur union avec 12 chafne polyribonu-
cléotidique se fait par liaison "pont hydrogéne" entre le grou-—
penent CO d'une base (G ou U) de la chaine ARN et le groupenent
-NH, d'une base (A ou C) d'une des chafnes de 1'ADN et entre le
groupement -NH de la méne base de 1'ARN et le groupecnent CO
d'une base (T ou &) de 1'autre chaline de 1'ADN.

La. liaison se fait également entre le groupenent NH2
d'une base (A ou C) de 1'ARN et le groupencnt CO d'une base (G
ou T) d'unc des chafnes de 1'ADN et entre un azote de la ndne
base ¢ L'ARN et le groupenent NH, d'une base (C ou A) de
1'autre chafne de 1'ADN,

Le modele proposé par ZUBAY (Fig.27) est structura-
lement raisonnable et en accord avece les donndes chimiques.
Cependant, dans chacun des 4 triplets schénatisés dans la
Fig. 27 il est possible de mettre un ribomononucléotide diffé-
reat (Fig. 28).

Donec, ou bien le noulage de 1'ARN sur 1'ADN a lieu
suivant le schéna de la Fig. 27 et 1'ARN formé & une corposi-

tion telle que 3 G+ C AT

i (AR = g (Aom)
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Thymine Cytosine Cytosine Uracile
(ADN) (ARN) (ADN) (ARN)
CH3
0
O N N ..—" U
—_ _ o) ¢ N
7N H
/ - N / - 0
o Hujy )ﬁ" 0 \N 0
Guanine
YN BN~ ¢\
Adénine A‘ 2 ~  (ADN)
Gom) T\ >//
|

SO
[ & b H,/§-/ G\\E; N N Adénine

~ (ARN)
Adénine "H;,/ P
(ADN) EQ[D -3 Guanine
0 (ADIV)

Cytosine
(ADN)

FIGURE 27

Appariencnt des bases de la double chaine ADN nodele
avec celles de 1la chaine ARN formée. Schéma A de ZUBAY (566)
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FIGURE 28

Apparicnent des basces de la double chaline ADN
nodele avec celles de 1la chalne ARN formée.
Schéna B de ZUBAY (566).
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comme c'est le cas des ARN totaux

- ou bien le moulage de 1'ARN se fait sur 1'ADN suivant le
schénma de la Fig. 28 et 1'ARN formé est alors identique & 1'une
des chaines de 1'ADN et complémentaire de 1l'autre chafne.

Au cours de ces dernieres anndes, 1'hétérogéndité
des ARN a été démontrée et maintenant que 1l'on connait 1'exis-~
tence 4'ARN solubles et ribosomaux, de composition voisine de
celle des ARN totaux, et l'existence d'ARN messagers dont la
composition globale doit &tre le reflet de celle des ADN, on
peut reconsidérer le probleme. On est tenté d'imaginer un
schéma de moulage analogue & celui de la TFig. 27 pour les ARN
solubles et ribosomaux et un autre analogue & celui de la
Fig. 28 pour les ARN messagers, cn laissant & 1'enzyme de bio-
synthese, lc soin de choisir entre 1l'un ou 1l'autre des intermé-
diaire & trois chalnes.

D'autre part, les schémas de moulage de LOCKINGEN &
Coll. (567), RICH (568) et STENT (569), rejetés pour les ARN
totaux (MONTREUIL & Coll. (570)) peuvent &tre retenus pour la
synthese des ARN messagers.

4°) Structure de 1'ARN.

Les rapports noloires gymétriques des hascs de 1'ARN (G = C 3
A =T) et la valeur des rapports purines/pyrimidines = 1 et
6 NH2/6 CO = 1 pourraient &tre une conséquence de la structure
double de cette molécule identique a celle de 1'ADN (WATSON &
CRICK)(571). Certains Auteurs (LESLIE)(572), (GOLDTHWAIT)(573)
ayant mis en évidence 1'existence d™ARN assymétrique), 1'apparie-
ment de deux de ces chalnes pourrait former une molécule dont
la composition est voisine de celle trouvée par nous-mémes (574 )
et par d'autres Auteurs(ELSON & Coll. (575). Cependant, il semble
bien que 1'ARN soit une simple chafne polynucldéotidique. Les tra—
vaux de KIT (576) aboutissent & cette conclusion. Notons toute-—
fois que lecs études de diffraction des rayons X font attribuer
aux ARN de transfert (WIIKINS (577) 3 BROWN & ZUBAY (578)) une
structure en double hélice et font penser & l'existence de
régions en double hélice dans les ARN ribosomaux (LANGRIDGE &
Coll.(579) ; ZUBAY & WIIKINS (580).(voir pages 29 et 32).
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III -~ DISCUSSION.

La nction de spécificité d'espece des ARN et la
similitude des ARN totaux des différents organes d'un méme
animal, amenent tout naturellement & rechercher une marque
génétique dans les ARN, L'observation des relations suivan-
tes @

A=TU et G=20¢ )
A+ G = U + C é dans 1'ARN
A+ C = U+ & )
et
A=T et G =0 )
A+ G = T « C é dans 1!'ADN
A+ C = T+ G )
A (ARN) = U (ARN) = ¢ (ADN) = ¢ (ADN)

G (ARN) = ¢ (ARN) = A (ADN) = T (ADN)

est en faveur du mécanisme de synthése des ARV de mammiféres
proposé par ZUBAY(Fig.27)£ependant, la complexité des ARN des
tissus de lMammiferes, observée deés 1956 par BRADLEY & RICH
(581) grice & la chromatographie sur Ecteola cellulose, est &
présent un fait zequis, (voir revue générale de STAEHELIN
(582)) et la recherche d'une marque génétique dans les ARN
doit se faire dans les différentes classes d'ARN.

1°) ROle de 1'ADN dans la synthése des ARN.

La participation de 1'ADN dans la synthése de 1'ARN
est maintenant bien démontrée
a) On a découvert l'enzyme responsable de la synthese des
chalnes polyribonucléotidiques & partir des nucléosides 5' tri-
Phosphates et nécessitant la présence d'un modéle qui est 1'ADN.
Cet enzyme, 1'ARN polymérase, a été mis en évidence, non seule-
ment chez les microorganismes (HURWITZ & Coll. (583) s STEVENS
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(584) 3 OCHOA & Coll. (585), mais aussi chez les végétaux
(HUANG & Coll. (586)) et chez les animaux 3

dans le foie de Rat par WEISS & GILADSTONE (587)

dans le thymus de Veau par ABRAMS & Coll. (588)

dans le foie d'embryon de Veau par MANDEL (589)

dans le prostate par HANCOCK & Coll. (590)

dans le foie de Poulet par WEILL & Coll. (591)
Son existence a en outre été signalde dans certaines tumeurs
cancércuses par BURDON & SMELLIE (592) et par MANDEL (593). Cet
enzyme semble &tre associé aux acides nucléiques, il copréci-
pite avec ceux—ci par addition de streptomycine ou de protamine
a des préparations accllulaires (FURTH & Coll.)(594) et plus
spécialement avec 1'ADN car il sédimente avec celui-ci en gra-—
dient de saccharose (HURWITZ & Coll. (595)). D'ailleurs dans le
foie de Rat, il est localisé dans le noyau et HUANG & Coll, (596)
ont montré chez les végétaux qu'il est associé avee 1'ADN chro-
mosomal. KADOYA & Coll. (597) ont signalé sa présence sous
forme de complexe ADN-protéine chez E.coli.

L ™ S i i A tul e e oo S

polymérase dépend de celle de 1'ADN utilisé comme modéle (FURTH
& Coll. (598) ; WEISS & NAKAMOTO (599) 3 STEVENS (600) :
CHAMBERLIN & BERG (601)).

Des expériences avec des polyméres synthétiques ont
permis de montrer que le poly dT conduit & la formation de poly
A (KHORANA & Coll. (602)), le poly dC & la formation de poly G
(FPALASCHI & Coll. (603)) et le copolymere dA.T. & la formation
de poly AU (FURTH & Coll. (604)).

Les désoxyribonucléotides aA, dAT,dG, 4C¢ semblent donc
diriger respectivement l'incorporation dans la chaine polyribo-
nucléotidique cn formation, des nucléotides U, A, C et G.(voir
Fig.29).

La réaction catalysée par 1'ARN polymérase peut donc

se schématiser ainsi :
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[ARN polym.]
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La nature des produits de la réaction, et la smnthése, par des
méthodes physiques, d'hydrides ADN-ARN (RICH (605) ;3 HALL &
SPIEGEIMAN (606) ; GEIDUSCHEK & Coll. (607) ont permis de poser
1'hypothése d'un appariement par liaisons hydrogenes, des bases
de la chaine ADN modeéle avec celles de la chafne ARV formée,
selon le schéma de WATSON & CRICK (608) donné pour la structure
de 1'ADN en double chaine. La chafne ARN formée est donc complé-—
mentaire de la chaine ADN "modéle". La découverte d'hybrides
ADN-ARN dans les synthéses in vitro (WARNER & Coll. (609) ;
SINSHEIMER & Coll. (610) 3 CHAMBERLIN & BERG {611) et celle
d'hybrides naturels (SPIEGEIMAN & Coll. (612) 3 SCHUIMAN & Coll.
(613) 3 BORKOWSKA & Coll. (614)) ont confirmé cette hypothise.

I1 semble que les expérimentations réalisées in vitro
permettent 4d'envisager une transcription des deux chafnes 4'ADN
(CHAMBERLIN & BERG (615)) et que 1'ARN polymérase puisse uti-
liser aussi bien un modele & une chafne qu'un modeéle & deux
chaines polydésoxyribonucléotidiques (HURWITZ & Coll. (616)).
Toutefois, 1'ADN natif parait plus efficace que 1'ADN dénaturé
par la chaleur (WEISS)(617).
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L'ensemble de ces expériences ont montré que la
synthése des ARN était bien dirigée par 1'ADN et qu'il devait
donc exister in vivo une relation entre la composition des ARN
synthétisés et celle de 1'ADN qui servait de "modele". Elles
ont été effectudes pour la plupart avec des préparations enzy-
matiques de microorganismes (BE.coli.) meis on peut poser en
hypothése qu'un mécanisme identique préside & la synthése des
ARN dans les cellules des Mammiféres. Le probléme est alors
de savoir si l'ensemble des ARN cellulaires sont synthétisés
sur 1'ADN ou si la synthése de 1'ARN messager est seule con-
tr8lée par les AIN. Il convient encore de préciser si les deux
chafnes de 1'ADN participent & la formation de 1'ARN ou si une
seule des deux chalnes est impliquée dans le mécanisme.

20) Synthése des différentes classes dA'ARN.

Les ARN ribosomaux et solubles ne semblant pas porter
la marque génétique (HOAGLAND (618)), seul, 1'ARN messager
serait olors synthétisé au contact de 1'ADN. Comme les ARN
messagers ne représentent gu'une faible proportion des ARN
cellulaires, il n'est pas étonnant que ceux—ci aient une compo-
sition assez voisine pour des especes différentes., Cette obser—
vation avait été faite par BELOZERSKY & SPIRIN (619) chez.les
bactéries ol la composition de 1'ARN ne change pas aussi consi-
dérablement que celle de 1'ADN. Ces Auteurs en avaient conclu
que seulement une faible porportion des ARN présente une felation
étroite avec 1'ADN, en ce qui concerne la composition et que la
synthése de la plus grande partie de 1'ARN peut ne pas &tre faite
sous le contrdle immédiat de 1'ADN (620). D'autre part, la
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Wwransformation"de certaines bactéries s'accompagne de modifi-
cations dmportantes de la composition des ADN et de modifica-~
tions discretes de celle des ARN totaux. Ce résultat est cen
faveur de la modification d'une faible fraction seulement des
ARN cellulaires (SPIRIN & BELOZERSKY (621)). Cette fraction
(ARN messager vraiscmblablement) transmet aux autres substrats
cellulaires, aux protéines en particulier, les changements
génétiques qui ne sont pas apparents dans les autres ARN.
Faut-1l en conclure & propos de ces "autres ARN" a 1'existence
d'une biosynthesc indépendante de 1'ADN ?

I1 a été montré in vitro que 1l'actinomysine inhibait
la synthésc des ARN en se combimant aux ADN (KIRK (622) 3 RAUEN
(623) 3 REICH & Coll. (624) ;3 NATAKA & Coll. (625) ; GOILBERG &
(626) 3 HURWITZ & Coll. 4627) ; KAHAN & Coll. (628) ; HARBERS &
MULLER (629) ; CAVALIERI & Coll. (630)) et plus spécialement
sur les sites AG des ADN (HURWITZ & Coll. (631)). Or, in vivo,
l'actinomycine inhibe la synthéese de 1l'ensemble des ARN cellu-—
laires. Ia formation des ARN ribosomaux et des ARN de transfert
paraft donc dépendre des ADN (ACS & Coll. (632) ;3 REICH & Coll.
(633) 3 PERRY (634)). I1 a méme été démontré que tandis qu'elle
inhibait completement la formation des ARN ribosomaux et solu-~
bles, 1'actinomycine laisse subsister celle des ARN messagers
(GEORGIEV (635)). Ceci est cn contradiction avec 1'idée que
seuls lecs ARN messagers sont synthétisés au contact de 1'ADN.
Par contre, on congolt aisément 1'existence de fractions d'ADN
différentes, dont l'une, de spécificité étroite dirigerait la
synthése des ARN messagers et l'autre, moins spécifique, diri-
gerait la formation des ARN solubles et ribosomaux. Il existe-
rait vraissmblablement aussi deux ARN polymérases différentes.

D'autre part, les ARN ribosomaux peuvent donner des
complexes hybrides avec les ADN isologues (SPIEGEIMAN (636) ;
YANOFSKT & Coll. (637)) ; des hybrides partiels a4 ' ARN S. et
A'ADN ont été isolés par GOODMAN & RICH (638) j; GOLDBERG & Coll,
(639) ; SPIEGEIMAN (640)). D'ailleurs la nécessité pour les
ARN S. de posséder des séquences complémentaires de certaines
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séquences dcs ARN messagers suggeére une biosynthése des ARN S.
dépendante de 1'ADN., Il se peut que la spécificité des ARN Se,
comme celle des ARN ribosomaux d'ailleurs, soit lide & la sé-
quence des nucléotides, spécificité qui n'apparait pas néces-
sairement apres 1'étude de la composition de ces molécules : en
effet, NISHIMURA & Coll. (641) ont montré des différence de
sensibilité & la ribonucléase de Bacillus Subtilis, entre les
ARN S. d'E.Colissde Levure et dec foie de Rat. Cependant, au
cours de synthése protéique in vitro, on a montré gque les ARN Se
d'espéces différentes pouvaient sec reaplacer dans les sysbverncs
necllulaires et co résultat n'est pas en faveur d'un

contrdle génétique de leur synthése (VON EHRENSTEIN & Coll.
(642) ; BISHOP & Coll. (643)).

CONCIUSTON

Le probleme de 12 synthésc des différentes clndses
d'ARN ne peut &tre résolu par la geule connaissance de leur
composition. Il semble indispensable d!'étudier la structure de
ces molécules et les recherches doivent 8tre orientées dans
cette direction. Il est nécessaire aussi de suivre cette synthése
par l'incorporation d'un traceur, précurseur des ARN. L!'étude
de ce phénomenc fera 1'objet de la seconde partie de ce 1d-
ueire (Chapitre III).
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CHAPITRE III

ETUDE DE L'INCORPORATION D!UN PRECURSEUR

MARQUE DANS LES ACIDES RIBONUCLEIQUES

HISTORIQUE

TRAVAUX PERSONNELS
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HISTORIQUE

VITESSE DE RENOUVELLEMENT DES DIFFERENTS RIBOO-
NONUCILEOTIDES.

VITESSE DE RENOUVELLEMENT DES ARN DES DIFFERENTES
FRACTIONS CELIULAIRES.

CONCLUSIONS,
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HISTORIQUE

La nmesure du renouvellement de 1l'acide ribonucléique
par la déternination de la vitesse d'incorporation dfun consti-
tuant marqué, a fait 1'objet de nombreux travaux. La plupart
d'entre ecux ont €été effectués & 1'aide de radiophosphate nais
d'autres traceurs, conue l'azote lourd 15N, le carbone 140 ou
le tritium.3H, marquant des précurscurs dcs ARN tels que glyco-
colle, formiate ou bases puriqucs, ont été cussi souvent utili-
sés. Malgré les discordances que 1l'on observe dans les résultats
obtenus par les différents Auteurs et qui sont vraiscmbloblenent
dues aux conditions expérimentalcs, des remseignenents précicux
ont été acquis, gue nous pouvons résuner de la maniére suivante:
- les différentds riborononucléotides semblent posséder des :
vitesses de renouvellenent différentcs : ceci a été observé non
seulenent dans les ARN totaux mais aussi dans les ARN des dif-
férentes fractions cellulaires isolées.

- les ARN de ces différentes fractions cellulaires incorporent
plus ou muins vite les précurseurs marqués. D'une naniére géné-
rale, apres adninistration d'un traceur radioactif, 1l'activité
spécifique de 1'ARN nucléaire est nettenent supérieurc & celle
de L'ARN du suc cellulairec, elle méne supéricurc & cellc des ARN
des granules cytoplasmiques.

I VITESSE DE RENOQUVELLESENT DES DIFFERENTS RIBOMONONUCLEOTIDES

En 1951, VOIKIN & CARTER (644) dénontraient que la
distribution du radiophosphore n'était pas uniforne dans les
nononucléotides des ARN du foie du Rat et de la Souris. Ces
résultats furent confirmés par SIELLIE (645) & DAVIDSON (646)
qui trouvaient une radioactivité spécifique différerte dans
chacun des ribonucléotides du foie dc Rat, sacrifié 2 heures
apres l'injection de radiophosphates.
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BOULANGER & Coll. (647) ont souligné également cette
différence, dans le marquage par le radiophosphore, des nucléo-
tides decs ARN hépatiques chez le Rat. Ces autcurs ont cru pou-—
voir en tirer des conclusions concernant la structure des ARN ¢
les nucléotides pyrimidiques étaient plus radioactifs que les
nucléotides puriques, et ge. fait, rapproché de la libération
préférentielle des premiers par la ribonucléase, pouvait faire
penser & 1l'existence, dans 1'ARN, d'une structure ramifiéde,
dans laquelle dcs chafnes latéralcs riches en nucléotides pyri-
midiques, auraient été attachées & un "noyau" riche cn nucléo-
tides puriqucs. La connaissance ultéricurc de l'activité pyri-
midine-phosphodiestérasigue de¢ la ribonucléasc et du métabo-
lisme des ARN, ont fait rejeter cette hypothésc.

Le marquage préférentiel dc certains nucléotides par
lc¢ radiophosphore se rctrouve dans toutes les fractions cellu-
laires étudiées :

- WARD et GRIFFIN (648) trouvent que 1l'acide adénylique
a unc activité spécifique supéricurc de 25 & 30 p 100 par rap-—
port & cellc des autres nucléotides de 1'ARN nucléaire, 2 heures
apres l'injection de radiophosphates, mais inférieure de 30
p 100 apres 18 hcures d'incorporation.

- En cc qui concernc les ribonucléotides des autres frac-
tions cellulaires, la séquence des radioactivités est, selon
SMELLIE & Coll. (649), apreés 2 hcurcs d'incorporation : 4, C,
U, G dans les ARN du suc ccllulairc et dans les ARN microsomaux,
A, U, C, G, pour les ARN mitochondriaux.

- D'aprés II0LDAVE ot HEIDELBERGER (650) cette séqucnce
est A, U, C, G, dans les ARN nicrosomoux aprés 40 minutes d'in-
corporation.

- Elle¢ c¢st différente (G, A, C, U ; A, G, U, C ; A, G, C,
U) dans les ARN dcs sous-fractions microsomalcs du foie dc co-
baye, isolées par BARGHAVA & Coll. (651).

Notons toutefois que SMELLIE (652) signalc des radio-
activités identiques des nucléotides d¢ 1'ARN nucléaire dans
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le foie de Rat au temps "2 heures" ¢t guc LARSHAK (653) cons-
tate le méme fait pour le foic de Lapin au tcumps "3 heures".

Les expéricences de PRICE & Coll. (654), qui perfus-
sent pendant 4 hecurcs des reins ou des testicules de Chicns
avee un liquidce renfermant des radiophosphates, montrent, dans
le noyau comme dans lc cytoplasnme, un marquage différent des
nucléotides, tel que U> AD> C > G.

La méme séguence sc retrouve aprés les études in
vitro de DE LUCA, ROSSITED et STIICKIAND (655) sur les coupes
de cerveaux de Chats, placées pendant 4 heurcs dans un milieu
contenant des phosphates radioactifs, ¢t dans celles de
SEKIGUCHI et SIBATANI (656).

D'autres travaux pour lesquels le traceur utilisé
était, soit l'acide orotigquc radioactif (SCHNEIDER et VAN POTTER
(657) ), soit le formiate marqué sur le carbone, (TOTTER & Coll.
(658) ) ; (DROCHIAN & Coll. (659) ), soit lo 1oN- ou “*¢ (sur
CH2) glycocolle (BERGSTRAND & Coll. (660) ), (LE PAGE ct
HEIDEIBERGER) (661) font ressortir 1'hétérogéndité adu marquage
des constituants de 1'ARN.

Ces obscrvations ont amené certains autcurs (BROWN
et Coll. (662) ; DUWNING ct Coll. (663) ) & voir pour chacun
des composants de 1'ARN, unce grande indépendance dans la vites-
gse et l'importance de son renouvellement j ils en conclurent
que 1l'acide ribonucléique nc sc comportait pas comme unc entité,
mais que lc catabolisme et 1'anabolisme ne portaient que sur
des portions de la moléculc.

D'autres autcurs (BIUITI, VAN POTTER et SIEKEVITZ(66£))
ond vu dans la vitesse d'incorporation du radiophosphozre
dans lesg nucléotides, une mesure, non pas de la synthesc de
1'ARN mais de la participation de¢ ces nucléotides aux trans-—
ferts qui sont opérés dans la cellule.

Cependant, lcs travaux récents sur la biosynthese
des ARN ont démontré qu'ils sc formaient & partir des nucléo-
sides-triphosphates avee libération de pyrophosphates ( voir
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page 48). Le radiophosphore contenu dans les ARN nouvellenent
fornés provicnt donc des nucléosides triphosphates devenus
radioactifs a l1a suite d'injection de radiophosphates & 1l'aninal
et la mesurcdellincorporation de ces derniers rend corpte de la
biosynthese de 1'ARN. Les nucléosides triphosphates ont peut-
8tre des vitesses de formation différentes, donc des radioac—
tivités différentes qui entrafnent des activités spéeifiques
différentes des nucléotides 1libérés par hydrolyse de 1'ARN
formé.

D'autre part, il est important de souligner que 1l'hy-—
drolyse alcaline libére des nucléosides 2'= ou 3!'-phosphates
(voir page 25). Lo 3ep phosphoryle attaché & chague nucldéotide
1ibéré provient donc du nucléotide voisin ; en conséquence,
les radioactivités spécifiques des nucléotides étudiés ne
refletent pas le nmétabolisme des nucléotides polyphosphates
dont ils proviennent.

Une autre qucstion peut encore 8&tre posée & propos
de 1'incorporation des isotopes dans les ARN ; celle-ci tradui-
elle une activité nmétabolique ou n'est-clle pas sinplenent la
conséquence de la nort de certaines cellules et de leur rempla-—
cenient par des cellules néoformées ? Autrencnt dit, le dosage
du narqueur traduit-il le renouvellencnt des conposants de la
cellule ou bien le nombre des cellules renouvelées ? (voir
revue générale de TERROINE (665)). I1 semble que, si la radio-
activité des nolécules étudides n'était dfle qu'a la présence de
nouvelles cellules, 11 y aurait un renouvellencnt paralleéle
de 1'ADN et de 1'ARN ; or, toutes les expériences nontrent,
quel que soit le précurseur et quelles que soient les conditions
expérinentales, quc la vitesse d'incorporation est toujours
considérablenent plus faible pour 1'ADN que pour 1'ARN :

- (DAVIDSON & RAYMOND (666) ; McINDOE & DAVIDSON (667) ; MARSHAK
& CALVET (668) ; BARNUM & HUSEBY (669) ; STRICKLAND (670) ;
ANDERSON & AQUIST (671) 3 HAMMARSTEN & Coll. (772) 3 REICHARD
(673) 3 WEED & WILSON (674) ; HURLBERT & VAN POTTER (675) 3
ANDERSON & Coll. (676) 3 BROWN & Coll. (677) ;3 FRESCO & Coll.
(678) 3 WATTS & HARRIS (679) ; SHELLIE & Coll. (680) ;
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SIBATANT (681) ; TOTTER & Coll., (682) ; ABRAMS & Coll. (683) s
DINNING (684).

Au contrairce, dans les tissus cen voie de croissance,
la fixation du traccur dans 1'ADN est importante (SWICK & Coll.
(685) ). Elle sc réalisc avec vitesse élevée dans le foie,
aprés hépatectomie partielle, c'est-i-direc dans le cas d'une
miltiplication @ellulaire (BRUES & Coll. (686) ; FURST & Coll.
(687) ; ANDERSON & AQUIST (688) ; SMELLIE & Coll. (689) ;
SIBATANI (690) ; BOLIUM & VAN POTTER (691).

Les mémes obscrvations ont été cffectudes sur les
tissus cancércux dans lesquels les mitoses sont nombreuses
(BARNUII & Coll. (6S2) ; KELLY & Coll. (693) ; WINZTERITH (694);
KORTREUIL & Coll. (695) 5 TYNER {696) ; MARSHAX (697) ) et sur
les cultures de tissus ou de cellules quand le développement
est actif (HULL & Coll. (698) ; GERARDE & Coll. (699).

En conclusion, on peut affirmer que la détcrmination
de la vitesse d'incorporation d'un précurseur dans les ARN,
constituant les cellulew au repos ou les cellules en voie de
miltiplication, apporte des informations cxactes sur la syn-
thésc des ARN.

II - VITESSE DE RENOUVELLEMENT DES ARN DES DIFFERENTES FRACTTONS
CELIULAIRES. - |

1°) Noyau cellulaire

MARSHAK (700), JEENER & SZAFARZ (701), JARDETZKY (702),
BARNUM & HUSEBY (703), DAVIDSON & Coll. (704), Me INDOE (705)
et SHELIIE (706) sont tous d'accord pour affirmer, qu'aprés

introduction d'un traceur, l'activité spécifique des ARN du
noyau est trés supérieurc & celle des ARN du cytoplasme et que
celle des ARN du suc cellulaire est supeéricure & celle des ARN
des granules cytoplasmiques. JEENER (707) et IARSHAK (708) con-
cluent que 1'ARN rucléaire est le précurscur de 1'ARN cytoplas-
migue : une telle conclusion semble un peu hftive car les tra-
vaux de ces Auteurs n'ont porté que sur un prélévement unique,
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effectué 2 ou 3 heures aprées 1l'injection du phosphate radioac-
tif.

Pour affirmer que 1'ARIT du noyau c¢st lc précurseur
de 1'ARN cytoplasmique, il était cn effcot nécessaire d'efifec—~
tuer comme l'ont fait de nombreux chercheurs, unc étude ciné-
tiquesde 1l'incorporation du radiophosphore dans les ARN des
différentes fractions celluleaires.,

La radiocactivité est maximale dans les ARN des no-
yaux cellulaires aprés 2 ou 3 heures d'incorporation selon
IARSHAK & CALVET (709), BARNUI. & HUSEBY (710) et WEILL (711).

BARNU#t et HUSEBY (712), poursuivant leur étude jus-
qu'a 24 heurecs d'incorporation, ont démontré quc 1'ARN du no-
yau ne satisfaisait pas aux exigences théoriques pour &tre le
précurscur de 1'ARN cytoplasmique et concluent & 1l'existence
d'un précurseur COIMUM,

D'aprés LIARSHAK (713), la radioactivité de 1'ARN des
mitochondrics n'atteint pas encore celle de 1'ARN nucléaire
apres 73 heures d'incorporation.

SUBLIIZ & Coll. (714) ont étudié la radioactivité
des nucléotides des fractions cellulaires du foie de Lapin, en
fonction du temps et jusqu'd 96 heures, et n'ont pas obtenu de
point de rencontrc des courbes dec radiocactivité des ARN du
noyau et du cytoplasmec. Des résultats identiques ont été obte=
nus par LOXTIEUIL et KHOUVINE (715), les Auteurs ayoant suivi
1'incorporation des radiophosphates pendant 48 heures.

WEILL et LEDIG (716) par contrec, ont saisi le moment
ol les ARN du noyau ¢t du cytoplasme du foie dc Rat, possedent
la méme radioactivité, et ont montré qu'au quatriéme jour, les
ARN du noyau devenaient moins radioactifs que cecux du cytoplas-
me. Cependant, ccs Autcurs n'en ont pas tiré pour autant la
conclusion gque les ARN nucléaires étaient les précurseurs des
ARN cytoplasmiqucs.

D'autres recherches effectuées avece le glycocolle,
1'acide orotigue, le formiate ou 1'adénine marqués (HURLBERT
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(717) ; ANDERSON (718) ; BENNETT (719) ; SMELLIE (720) ; OGATA
(721) 3 HARTH (722) ; FRESCO (723) ; TYNER (724) ; PICQ (725) ;
VAF POTTER (726) ) ont donné lecs mémes résultats et ont montré
que les RN nucléaircs incorporaient becaucoup plus rapidement
le traceur utilisé quc les ARN cytoplasmiques.

Des cxpériences réalisées in vitro et des autoradio-
graphies ont confirmé le métabolisme intense des ARN du noyau
(GROSSMAN (727) 5 TAYLOR (728) 5 HARRIS (729) : Mc I"ASTER KAY
(730) 5 FICQ (731) ; HERBEJIT (732) 3 PRICE (733) ) et amené
certains autcurs (GOLDSTEIN & Coll., (734) ; PRESCOTT (735) ) &
Yoir dans ceux-ci les précurscurs immédiats des ARN cytoplas-
migues. De méme, ZALOKAR (736) et SIRLIN (737) aprés leurs tra-
vaux respectifs sur Neurospora Crassa ¢t sur les glandes sali-
vaires de Surritia, pour lesquels ils ont utilisé 1l'uridine
tritiée, ont conclu & la formation de 1'ARN cellulaire dans le
noyau et & sa migration ultériecure dans le cytoplasme.

L'origine nucléaire des ARN cytoplasmiques semblent
ressortir aussi des travaux de WOODS et TAYIOR (738), BRACHET
(739), PERKY & Coll. (740), HARRIS et WATTS (741), SCHOLTISSEK
(742).

Dtautre part, SCHNEIDER (743) a montré par des expé-
riencés réalisées in vitro, lc passage des ARN nucléaires dans
le cytoplasme,

Toutefois, tous les résultats obtenus jusqu'i pré-
sent, ne sont pas cn Taveur d'une biosynthése des ARN cytoplas-—
migues dans le noyau. Par cxcmple, ANDERSON & Coll. (744) ont
suivi l'incorporation de l'acidé 140 uréido-succinigue (pré~
curseur des pyrimidines, précédant l'acide orotigue (voirfﬁage

41 ) et observé gqu'il n'y avait pas de différence entre le
renouvelleront des ARN du noyau et celui des ARN cytoplasmiques.
De méme NOGUCHI et MIURA (745) ont conclu & une synthése égale
des ARN nucléaires et des ARN microsomaux aprés leur &tude
d'incorporation de la 4-amino-5-imidazole carboxamide radio-
active, précurseur des purines (Voir p. 39).
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D'autre part, SACHS & Coll. (746) dans leurs essaio
d'hydrolyse ménagéec des ARN des différentes fractions cellu-
laires ont trouvé des fraguments A'ARN des mitochondries, micro-
gsomes et suc cellulaire qui avaient une vitesse de renouvelle-
ment plus élevée que celle de quelques fragments d'ARN nucléaizrc,
Ces résultats étaient & rapprocher des travaux de OSAWA & Coll.
(747) oui avaient réussi & fractionner 1'ARN des noyaux de
thymus de Veau cen deux "familles" : 1l'une possedant une compo-
sition identiqued celle des ARN cytoplasmiques et une activité
spécifique sensiblement égale, 3 heurcs apres l'injection de
radiophosphates, l'autrc possédent une activité nettenent plus
¢levée.

L'hétérogénéité des ARN nucléaircs ressort aussi des
expéricnces de KAY & Coll. (748) qui ont observé gue la radio-
activité des noyaux était différente suivant qu'ils étaient
préparés en milieu aguey . ou en milieu non agueux.

TOGAN et DAVIDSON (749) ont montré quc 1l'incorporaticn
soit de phosphate radioactif, soit de la 140 adénine, soit de
14C—formiate dans les noyaux de thymus de Veau ou de Lapin
perm-t de disbinguer au moins deux fractions différentes par
leur activité métaboliguc.

I'existence densg le noyau cellulaire de plusieurs
ARN différents par leur vitesse de renouvellement, a ét¢ aémon-
trée aussi par VINCENT (750), ALLFREY et MIRSKY (751), BROWI &
Coll. (752), JARDEDZKY et BARTUM (753) et confirmée plus tard
par lfe MASTER KAYE (754) et AMANO et LEBLOND (755), SITATLL Y
VR . GLORMTET & Coll. (757).

20) Suc. cellulaire

Parmi les fractions cytoplasmiques étudiées, le suc
cellulaire est le plus précocement et le plus intensément
radioactif.. :

BARNUM e HUSEBY (758) ont trouvé, 4 hcures apres
1'injection de phosphate marqué, une radioactivité du suc
cytoplasmique trois fois plus élevée que celle des ARN micro-—
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somaux. Cette supériorité sc retrouve gquel que soit le temps
considéré (d'une demi-hcurc & sixz heures) par JARDETZKY (759).
Elle a été signalée aussi par SHIGEURA et CHARGAFF (760) dans
les deux premiercs heures qui suivent 1l'administration du tra-
ceur.

Le suc cellulaire préscnte toujours une plus haute
activité gque les "granules cytoplasmiques", que 1'on étudie
le foie de Rat normal, le foie de Rat ayant subi une hépatecto-
mie partielle, le foie de lapin adulte, de foetus ou de femelle
gestante (SMELIIL = Coll.) (761). Ce marquage plus intense des
ARN du suc cytoplasmique a été démontré aussi par TYNER & Coll.
(762) aprds injection sirmltanée de phosphate radiocactif et de
14C glycocolle & des rats caréinomateux, & la fois dans le tis-
su sain et dans le tissu tumoral. Il 1l'a encore été & l'aide
du TPN-glycocolle (HUIPTN & Coll.) (763), de “4c-formiate
(SMELLIE (764) ) et d'acide orotique marqué (REID et STEVENS
(765) ). Ces derniers auteurs ont vu dans lcurs résultats la
démonstration du rdle précurseur du suc cellulaire dans la syn-—

thése des ARN microsomaux.

39) Particules cytoplasmiques »
‘ L'accord est loin d'Cltre parfait en ce gqui concerne
les radioactivités des granules cytoplasmiques.

Selon JEENER ot SZAFARZ (766), les gros granules (mi-
tochondries) sont plus radioactifs que les petits (microsomes).
Clest ce qu'ont observé aussi DAVIDSON & Coll. (767).

Par contre, TYNER & Coll. (768) ont trouvé une radio-
activité supérieure dans les microsomes ainsi que HULTIN & Coll.
(769) apreés leurs expériences d'incorporation de 15N—glycocolle
ou de radiophosphate dans les fractions de foie de Poussin.

BENNETT (770), aprés avoir injecté de la T4C-adénine
34 des Souris, a obsecrvé que cette base est moins rapidement
incorporée dans les nmicrosomes quc dans les autres granules.
SIBELLIE & Coll. (771) n'ont noté aucune différence entre micro-

somes et mitochondrics yuand ils ont utilisé, commeprécurseurs
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des ARN, le lSN—glycocolle ou le 14C—formiate.

Signalons, enfin, que BHARGAVA & Coll. (772) ont frac-
tionné les microscomes de foie de Cobaye et que ces fractions
possedent des radicactivités différentes quand le traceur uti-
lisé est lc radiophosphore. Cettc hétérogénéité microsomale a
encore été démontrée par POLLI (773), SACHS (774), SHIGEURA ct
CHARGAFF (775) et par MOULE & Coll. (776). Elle accentue la
complexité des ARN déja signaléc a propos des noyaux et sug-
gérée aussi par SHIGEURA (777) ct SIBATANI (778) en ce qui con-
cerne le suc cytoplasmigue.

ITT - CONCIUSIONS

Plusicurs doctrines tendant & fixer les origines de
1'ARN de chacunc des fractions cellulaires ont été formulées.

JARDETZKI et BARNULI (779) les a résumées dans le schéma ci-des-
sous

= Noyau = Surnagcant cytoplasmique = Ilicrosomes
(d'aprés JEENER & SZAFARZ (780))
—Surnageant ——=— X === Ultramicrosones

r .
microsomes (d'aprés JEENER (781))

— s — Hul - i r=Yel
v_Surnageant,_,_ Ultramicrosomnes —= Microsones

(a'apreés CHANTRENNE (782))
ADN 5 X = Noyau
Surnageant == Ultramicrosomes —>Microsones

(d'aprés BARNUM & Coll. (783))
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JARDETZKI (784) a proposé le schéma suivant

Pﬁgigggie ARN nucléaire 2 ARN microsomique

Toutes ces conceptions étaient évidemment hypothé-
tiques et fondées, pour la plupart, sur des travaux impar—
faeits. Pour avoir une idée exacte du processus de synthése des
ARN, 11 était nécessaire de suivre l'incorporation des précur—
seurs en effectuant de fréqucents prélevements, convenablement
échelonnés dansle temps et de faire porter 1'étude sur des
temps tres courts.

En outre, il fallait se mettre & 1'abri des critiques
concernant les méthodes de fractionnement cellulaire utilisées,
les technigues de préparation des ARN et la contamination de
ceux-ci par des composés phosphorés non nucléotidigues (voir
P.137) qui possédent généralement une radioactivité spécifique
trés supéricure & celle des ARN.

C'est parce que le probleme du renouvellement des ARN
au sein des différentes fractions cellulaires nous péraissait
loin d'&tre résolu en 1957 que nous avons entrepris des études
sur la cinétique d'incorporation du radiophosphore dans les ARN
des noyaux, des mitochondries, des microsomes et du "suc cyto-
plasnique" du foie de Rat, en effectuant des prélevements de
5 mn & 2 heures apres l'injection de phosphate radioactif a des
rats normaux.

Nous nous sommes particulierement attachée 3
1) & la purification des fractions cellulaires isolées
2) & la purification des nucléotides avant d'en déterminer les
radioactivités spécifiques.
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I — MODE OPERATOIRE.,

1°) Animaux d'expériences.

Nos expériences ont été effectudes sur des Rats
blancs de souche Wistar, élevés au Laboratoire et nourris au
"Ratigene',

Nous avons injeccté a des animaux de 250 g environ,
par voie intrapéritonéale, des doses de phosphate de sodium
marqué au 32P, variant de 1 & 4 milliocuries, suivant le temps
écoulé entre l'injection et le sacrifice. Nous avons été amende
& utiliser des doses importantes pour les expérimentations
effectuées pendant des temps courts, afin d'obtenir des radio-
activités spécifiques des ribonucléotides suffisamment &lce~
Tées. Les animaux ont été sacrifiés par décapitation aprés
des temps variamt de 5 mn & 2 heures, et leur foie a été prélevé
immédiatenent.

Chaque expérience a été rdéalisée sur 6 animaux ayant
regu la méme dosc de radiophosphate et sacrifiés aprés un tenps
d'incorporation identique. Elle a, ds plus, été effectude 3 fois
dans les mémes condibions.

29) Fractionnement cellulaire.

Les foies, des leur prélevement, ont é&é lavés rapi-
dement dans un bain de saccharose 0,25 M maintenu & 4°C environ,
puis broyés & l'aide d'un broyeur & main de Fischer. La pulpe
obtenue a été recueillie dans 10 volumes de saccharose 0,25 M
& 4°C contenant du chlorure de calcium 0,0018 M, On a recueilli
ensemble les pulpes provenant des 6 foies des 6 animaux de la
néme expérience et on a réalisé ensuite une homogénéisation &
1'aide d'un homogénéiseur constitué par un piston en téflon,
tournant dans un cylindre en verre Pyrex (x) plongé dans la

(%) A. THOMAS Co. PHILADEIPHIE.
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glace fondante. La vitesse de rotation du piston a été main-
tonue & 600 t/mm environ et 1'homogénéisation a été prolongée
2 mm, Les fractions cellulaires (noyaux, mitochondries, micro-
somes et solution cytoplasmique) ont été obtenues & partir de
cet homogénat tissulaire cffectué dans le saccharose 0,25 N,
par centrifugation différentielle selon la méthode de
SCHNEIDER (785).

Les noyaux ont été obtenus par une centrifugation de
10 min & 800 g dans 1'International Refrigerated Centrifuge
Model P R2 de 1'International Equipment Co. de BOSTON. Aprés
un traitement par 1'acide citrique & 1 p. 100 (p/v) pendant
15 mn, ils ont été lavés dans du saccharose 0,25 M et de nou-
veau ¢éntrifugés.

Tes mitochondries et les microsomes ont été séparés
du suc cellulaire dans l'ultracentrifugateur réfrigéré Spinco,
model I (x) par une centrifugation respectivement de 10 mn a
10,000 g et de 90 mn & 40.000 g. Ces deux fractions ont été
lavées dans du saccharose 0,25 M et recueillies par une nou-
velle centrifugation, & la méme vitesse et pendant le méme
temps. Toutes les opérations ont été effectuées en chambre
froide et le protocole expérimental a été établi apres de nom-
breux essais réalisés sur des foies provenant d'animaux non
‘marqués, En particulier, le temps et la vitesse d'homogénéisa~
tion ont été déterminds pour gque soit préservée la morphologie
des noyaux qui devaient par ailleurs &tre débarrassés de toute
trace de cytoplasme ¢ ces contrbles ont été faits au microscope
optique par examen de gouttelettes d'homogénat, entre lame et
lamelle, aprés coloration au Bleu Lavedan.

Nous nous sormes, d'autre part, efforcée d'obtenir des
fractions pures, en effectuant des lavages et des nouvelleg cen~-
trifugations : les noyaux ont été traités & 1'acide citrique
'dilué gui élimine tout lambeau de cytoplasme ; les mitoohoﬁdries
et les microsomes ont été lavés avec du saccharose 0,25 M et

(x) BEECKMAN.
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nouveau sédimentés.

L'exanen de ces fractions obtenues a été effectué aum
microscope électronique par MONTREUIL & Coll. (786) et a montré
gque notre technique était satisfaisante. I1 faut signaler tou-
tefois que les noyaux ainsi isolés et purifiés présentent une
morphologie altérée,

30) Préparation et séparation des ribomononucléotides.

Chaque fraction cellulaire, lavée dans du saccharose
0,25 M et recueillie par une nouvelle centrifugation a été hono-
généisée dans de 1'acide trichloracétique & 10 p. 100 (p/v). On
a ajouté, au suc cytoplasmique, de 1l'acide trichloracétique &

50 p. 100 en quantité siffisante pour que la concentration
finale soit égale & 10 p. 100.

L'élimination des composés acido-solubles et des
lipides a été effectuée suivant le mode opératoire décrit plus
haut & propos des organes entiers (voir plo5 ).

L'hydrolyse de 1'ARN a été réalisée par la soude 0,5N
a 37Y pendant 18 heures. La solution obtenue a 4té amenée 2 pH
4 avec de 1l'acide formique concentré et centrifugée.

La solution surnageante limpide renferme les ribomononucléotides
mais aussi des produits de clivage des protéines, des ions Na®
et les composés phosphorés non nucléotidiques (voir premidre
partie de notre travail, p.149).

Les nucléotides ont été purifiés selon le mode opératoire déerit
par BOULANGER, MONTREUIL & MASSE (787) et BOULANGER & MONTREUIL
(788) avec toutefois quelques nodifications. ILa solution précé-
dente a été'"passée" sur une colonne de résine a échahge d'anions
(Amberlite IR 4 B;2 x 20 cm , préalablement régénérée par le
"passage"de 500 ml d'acétate de sodiun 0,25 M) qui fixe les
nucléotides et laisse passer les "contaminants". Aprés lavage

de la colonne avec 500 nml d'eeu distillée, 1'élution des acides
cytidylique et adénylique a été réalisée & 1'nide Ao

500 ml d'acide formique & 2 p. 100 (v/v) (fraction Fl) ¢ celle
des acides uridylique et guanylique par le passage de 500 nl
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d'acide formique & 15 p. 100 (v/v) (Fraction Fg). Cette der—
niére renferme de 1l'acide orthophosphorique et des composés
phosphorés non nucléotidiquew que nous avons identifiés.

Les fractions F, et F, ont été évaporées complétement
sous un courant d'air tiéde et les résidus ont été repris par
de l'eau distillée (0,5 & 2 ml suivant la concentration).
Les solutions de nucléotides ont été soumises & la chromatogra-—
phie sur papier dans le systéme solvant de BOULANGER & MONTREUIL
(789) : phénol/isopropancl/acide formique/eau

Des courbes d'enregistrement de la radioactivité
(voir Fig. 30) ont été effectudes partir des chromatogrammes.
Elles confirment
- l'absence de composés phosphorés au spot de départ
~ la présence de composés phosphorés migrant de part et d'autre
de l'acide orthophosphorique dans la fraction F2. Ce sont les
phospho-inositols et le phospho-glycérol, de radiocactivité spé-~
cifique trés élevée (LONTREUIL & Coll. (790))(voir p.144 ).

Le développenent prr l'acide formique & 2 p. 100 n'est
pas absolument sélectif et la fraction Fl renferne des traces
de phospho-glycérol qui est le composé majeur non nucléotidique
de la fraction F2 et que nous avons appelé “spot X".

4°) Détermination des radioactivités spécifiques des mucléotides.

S

Les mesures de radioactivité ont été faites sur des
pastilles de papier découpées & l'emporte-piéce sur les chroma-
togrammes, aprés révélation des composés phosphorés effectuée
suivant le mode opératoire décrit p.l127 . La néme solution (Fq
ou F2) étant déposée sous forme de 12 spots sur chague chroma-—
togramme, nous disposions pour chague composé a étudier de 12
pastilles de méme concentration

Les mesures de radioactivité ont été faites sur 3
pastilles superposées, dans un sens puis dans 1l'autre.
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FIGURE 30

Courbes d'enrcgistrement de la radioactivité des
composants des fraction Fl et F2 (foie total
terps de marquage 20 mm).
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Les dosages du phosphore ont été effectués sur ces
mémes pastilles de papier, sclon la néthode d'ALLEN décrite
plus haut (voir p.128). Des dosages téroins ont été effectuds
sur des pastilles de papier découpées sur les bords des chrona—
togramnmes.

Les radiocactivités spécifiques ont été exprimées en
nombre de coups par mn et par mg de phosphore pour une injection
de 1 mc. Nous désignons par radioactivité spécifique moyenne,
la moyenne des résultats, ramenée au jour de l'injection, c'est-—
ad-dire compte tenu de la perte de radiocactivité pendant 1'expé-
rimentation.

Nous avons ainsi calculé la radioactivité spécifique
moyenne 3
- des 4 nucléotides
- de l'acide orthophosphorigue provenant en majeure partie de
l'hydrolyse alcaline des phosphopeptides
- duspot X"

et ceci pour chacune des différentecs fraoctions cellulaires
isolées : noyaux (N), mitochondries (M), microsomes (E)’ suc
cytoplasmique (s).

50) Vérification de la pureté des nucléotides.

Etant donné que les radioactivités spécifiques des
nucléotides étaient détermindes directement sur les chromato-—
grammes, il importait de vérifier la pureté de ces nucléotides.
Cette vérification a été faite pour les nucldéotides A'ARN de
foie total purifiés selon le mode opératoire déecrit plus haut
(c'est-a-dire adsorbés sur Amberlite IR 4 B et élués par 1l'acide
formique) et séparés par chromatographie sur papier dans le syse
téme solvant phénolique.

Les solutions Fl et F2 ont été déposées sous forme de
trainées de 30 cm sur une feuille de papier Whatman nol et sou-
mises & la chromatographie descendante dans le systéne solvant
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phénolique de BOULANGER & MONTREUIL (791). Les chromatogrammes
ont ensuite été séchés sous une hotte ventilée et 1'emplacenent
des composés phosphorés a été repéré par révélation de bandes
latérales. Les nucléotides ont ¢été recueillis par élution avec
de l'eau distillée selon le procédé de DENT. Les solutions
obtenues, auxquelles on a ajouté une ou deux gouttes de chloro—
forme ont été desséchées en capsules, sous courant d'air froid
et les résidus secs ont été repris par un faible volune d'eau
distillée. Les solutions de nucléotides ont été soumises & une
deuxieéeme chromatographie sur papier

~ une partie dans le systeéme-solvant de MARKHAM & SMITH (792)
isopropanol/armoniague/eau (70. 3 40 3 30),

- une autre partie dans le systéme solvant phénoligque de
BOULANGER & MONTREUIL (793).

Les courbes d'absorpticn en fonction des longueurs
d'ondes et les dosages spectrophotométriques des nucléotides
ont été effectués & partir des premiers chromatogrammes. lLes
dosages de phosphore ont été pratiqués & partir des deuxiemes
chronatograrmes selon le protocole expérimental décrit p. 130).

Nous avons réuni dans le tableau XVI les résultats
de cette étude.

On peut voir gque les A et A les rapports

max in?
des densités optiques & 290, 280 et 260 o p sont ceux des
nucléotides purs commerciaux.

Les rapports entre les quantités de phosphore,
déduites des densités optiques & 260 mp et dosées directenment,
sont égaux & 1. Les courhes d'absorption des nucléotides sont
superposables & celle des nucléotides purs. (Fig.31).

Nous pouvons donc. affirmer qu'aucun ecmposé phos-—
phoré non nucléotidique, ne migre en mime temps gue les nucléo-
tides sur les chromatogrammes quand la purification a été faite
par adsorption sur Amberlite IR 4B.
6°) Identification duspot X"

Ce composé a été préparé en grande quantité par chro-—
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FIGURE 31

Spectres d'absorption en lumiére ultra-violette des nucléotides
purs (en pointillé ) et des nucléotides contituant les ARN du Foie

de Rat, purifiés sur échangeur d'anions et .séparés par chromato-
orarhie sur pavier (en trait nlein).
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nmatographie séparative afin d'étre identifié. I1 a été recueil-
1i par élution des chromatogrammes, aprés révélation de son
emplacenent par pulvérisation du réactif de HANES et ISHERWOOD
(794 ) sur des bandes lotérales découpées de part et d'autre

de le feuille de papicr. Il a été soumis & la chromotogrephie
sur papier dans d'autrcs systemes-solvants de fagon & comparer
son RF a ceux de¢ substances ténoins et & effcctuer différentes
méthodes dc révélation.

Aprés de nowbreux tatonnements, il fut identifié au
phospho=-glycérol (voir modc opératoire dans la premiére partie
de ce travail, page 141 ).

Nous avons égalencnt montré la présence de trace
d'acide pscudo-uridyliquec migrent en méne tomps que notre
"spot X" sur les chromatogrammes phénoliques. (voir page 138 ).



TABLEAU XVI

Propriétés optiques en lumiére ultra-violette des nucléotides de 1'ARN de Foie de Rat

purifiés sur résine 2 échange d'anions et séparés par chromatographie sur papier.

: AP ON : : :
Nucléotides : pH : max.: min. DC. 250 : b0, 230 : DC. 290 : P calculé
: (rle) (rlf) DC. 260 :  DO. 260 . DU, 260 . 7 dosé
c* 2 261 : 227 0,76 0,31 0,03 G, 39
U -
7 2 261 : 227 0,7¢ 0,31 ¢,03 0,99
G 1 ;252 . 225 . 0,93 : 0,68 : 0,35 :1
G : : : : : : :
F .1 . 252 . 225  0,% : 0,66 : 0,35 . 1,02
¢ .2 . 270 . 240 : 0,45 : 2 . 1,39 :1
C : : : : : : :
F : 2 : 270 1 240 0,45 : 2 : 1,38 : 1,02
c . 2 1257 :230: 0,85 : 0,26 . 0,036 : 1
A : : : : : : :
F : 2 .+ 257 . 230G . 0,383 . 0,24 : G,037 : 1

(%) C : nucléotides du commerce (mélange de 2' et 3' nucléosides phosphates)

F : nucléotides de 1'ARN de foie de Rat, purifiés sur Amberlite IR 43B.

- 06T -
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IT - RESULTATS

Les résultots que nous avons obtenus sent rasserblés
dans le tableeu n® XVII et illustrés par les courbes des fi-
gures 32, 33 et 34. Nous pouvons leg résuner de la naniere
suivante

1°) Radioactivité des ARN nucléaires

Les ribonucléotides Jdu noyau (N) ont une radioacti-
vité supéricurec & celle des nucléotides du suc cellulaire (8),
des nicrosomes (y) et des mitochondries (II). Aprés 5 rm d'in-
corporation du traceur, sculs les ARN des noyaux sont roadio-—
actifs 5 au temps "+ 15 mm" ils sont deux fois plus radioactifs
que les ARN de la fraction S et dix & guinze foig plus radio-
actifs que les ARN des granules cytoplasmiques.

Le renouvelleient des ARN des noyaux est donc plus
rapide gue celui des ARN cytoplasmigues. (voir fig. 32, les
courbes des activités spécifiques de llacide adénylique dons
les ARN des N, S, ct ¢ e¢n fonction du temps de LArguUAge )
2°) Radioactivité des ARN du suc ccllulaire

Le suc cellulaire possede, dans le cytoplasie, une
radioactivité relativement élevéc et précoce.

39) Radioactivitdé des ARN des granules cytoplasniques

La radioactivité apparait dans les mnitochondries et
les nicrosomes, 15 mn apres l'administration de phosphate nar-—
qué a l'animal et, qucl que soit le teips expérinmental consi-~
déré, lcs activités spécifiques de ces granules seilblent tres
voisines.

4°) Radioactivité compardée du spot "X

Dang toutes les froctions cellulaires, la sdéguence
des radionctivités des composdés étudidés est la suivante s
Pi > AGP > nucléotides
(voir fig. 33-34 les courbes des activités spécifiques de
l'acide arthephosphorigque Pi, glycérophosphorigue AGP et adé-
nylique A, en fonction du temps de marquage dans les noyaux et
le suc cytoplasmique).

50) Radioactivité des différents nucléotides

Quelle que soit la fraction cellulaire envisagée, les
ribonucléotides possedent des activités spécifiquesdifférentes.



- 192 -

TABLEAU XVII

Radioactivités spécifiques des nucléotides des ARN des différentes fractions
cellulaires du foie de Rats ayant rﬁgu une injection de phosphates marqués

au P
; Temps de’ Fraction *% :
. . - . A G
" marquage . cellulaire (&) v ¢ P C A Py AcE
' N foraer’ 850° get 1.043° 19.870°  2.7713
: 5 o M : radioactivité nulle ©17.1807  2.983°
: : v X " " *15.000°  4.843°
: : 8 : L n ‘100.000°  7.363°
; N ©2.610°  1.6%6° 1,403 2.292° 21.339° ¢.710
1o M X fadioactivité faibie P 21.7817  4.88
: o v : " "o *18.000°  7.28
X S © o 1.753 7587 1.428°  1.613° © 14.615°
: N *11.000°  8.000° 17.000° 25.000° 145.000° 27.00C"
. 15 M " 2.280°  1.200° §50°  1.700° 150.000° 33.000°
: e © o 1.40C" 700° 600°  1.00C° 115.560° 40.000°
: : S * 3,000° 4.200° 6.500° 7.000° 403.000° 85.000°
f ' N ' £0.000° 50.000° 60.000° 95,000° 800.000° §0.000°
20 M P 9.000° 2.500° 2,8c0° 4.000° 500.000° 120,000°
' e Y * 4,000°  2,000° 3,000° 4,500° " 100.006°
: S © 2.006° 8.000° 14,000 9,000° ' 150.000°
: N " 242.000° 245.000° 262,000° 36G.000° ' 250.000°
I h M * 12.000° 6.500° 5,500° 5.500° 207.000° 125.000°
: ‘ v P 7.000°  4,500° §.000° 11.000° 190.600° 150.000'
: S * 24,000° 13,000° 30.000° 25.000° 700.000° 230.000°
: N ' 520.000° 480.000° 500.000° 600.000° 660.000° 260.000°
L oan . M * 17.000° 10.000°  8.500° 20.000° 247.000° 135.000°
: C v * 16.C00° 10,0007 17.000° 24,000° 85.000° $0.000°
: X S ° 37.000° 28,0000 65.000° 50.000° £60.000° 209.000°
(%) N, M, ¢, S désignent respectivement les noyaux, mitochondries, microsomes

et suc cellulaire.

U, G, C, A, Py, AGP désignent resgpectivement les acides uridylique, gua-
nylique, cytidylique, adénylique, orthophosphorique, glycérophosphorique,

(%)

Les radioactivités spécifiques sont exprimées en nombre de coups/mn. Les
chiffres donnés sont les moyennes des résultats des trois expériences
effectudes dans les mémes conditions. Le: régultats de chaque expérience
sont eux-mémes des moyennes de 4 valeurs.
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FIGURE 32

Courbes des radioactivités spécifiques de 1'acide
adénylique dans les différentes fractions cellulaires
en fonction du temps de marguage.

L d

N : noyaux S : suc cellulaire t’. nicrosones
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FIGURE 33
Courbes des radioactivités spécifiques des acides
orthuphosphorique (P;), glycérophosphorique (AGP)
et adénylique (A) en fonction du temps de narquage
dans les noyaux de foie de rat.
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Radiocactivitée
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FIGURE 34

Courbes des radioactivités spécifiques des acides
orthophosphorique (Pi),glycérophosphorique (AGP)

et adénylique (A) en Tonction du temps de marquage,
dans la fraction "suc cellulaire.
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ITTI -~ DISCUSSION

1°) Radioactivité des ADN nucléaircs

L'entrée du traccur se fait lentement et aprés un
certain délai dans les ARN cytoplasnmiques 3 au contraire le
renouvellenent des ARN nucléaires cst extrlmement rapide :

apres de tels résultats, nous sommes tentée de coneclure, comne

certains Autcurs, que les ARN du noyau sont les précurseurs
des ARN cytoplasmiques. Cectte conclusion est appuyée par le

fait que =

a) des expériences d'émucléation, effectudes par BRACHET (795),
PRESCOTT (796), GOILDSTEIN & Coll. (797), RICHTER (798) ont
montré que le nuyau était indispensable & 1'incorporation des
précurseurs marqués dans 1'ARN cytoplasmique.

Certains travaux sur Acetabularia et Amoceba protéus sont
en faveur d'une synthése partielle dA'ARN en 1l'absence du noyau
(BRACHET & Coll. (799) 5 PLAUT & RUSTAD (800) ; NAORA & Coll.
(801) ; SCHWEIGER & BRENNER (802))., Mais les résultats obtenus
semblent diis,chez les amibes & la présence de Rickettsies et
chez les algues, la présence A'ADN dans les chloroplastes.HARRIS
(803) a montré également 1'existence d'une synthése indépen—
dante de 1'ARN cytuplasmique dans les cellules animales et
végétales, mais 1'interprétation des résultats obtenus par cet

Auteur semble sujette & discussion.

b) 1l'actinomycine qui bloque la synthése des ARN nucléaires,
blogue aussi celle des ARN cytoplasmiques (REICH & Coll. (804) 3
PERRY (805)). Par contre quend elle est ajoutée aprés le mar—
quage du noyau, elle n'empéche pas 1l'apparition de la radioac—
tivité dans les ARN cytoplasmiques.

¢) la destruction du nucléole par microirradiation diminue de
60 & 70 p. 100 1'incorporation de la cytidine tritide dans les
ARN cytoplasmiques (PERRY & Coll. (806)). On observe aussi une
chute de la radioactivité du reste du noyau en relation,peut
8treyavec une certaine latence dans 1l'incorporation des précur—
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seurs radiocactifs dans les 30 & 40 p. 100 des ARN cytoplasidiques
appoeremment LOn contrdldés par le nucléole.

Enfin les progres récemment accomplis dans la con-
naissance de la synthése des ARN et du r8le de 1'ADN dans cette
biosynthése (voir p.48 ) expliquent aisément le fait que les
ARN nucléaires incorporent plus rapidement les précurseurs
marqués que les ARN cytoplasmiques, C'est dans le noyau, au
contact de la chromatine, gque se forment les molécules d'ARN
et 11 est vraisemblable que ces molécules diffusent & travers
la paroi nucléaire dans le cytoplasme ou migrent dans ce der-
nier, au moment de la mitose,

2°) Radioactivité des ARN du suc cellulaire.

On pouvait se demander si la radioactivité élevée
et précoce du suc cytoplasmique n'était pas due & une contami-
nation de cette fraction par des ARN nucléaires. En effet,
1'examen au microscope électronique des noyaux (MONTREUIL &
Coll. (807)) avait montré quelques images de structures alté-
rées.

Toutefois, l'hypothese précédente concernant la
migration physiologique des ARN d'origine nucléaire au sein du
cytoplasme et la découverte de l'existence A'ARN messagers
et d'ARN golubles. au nétabolisme accéléré nous permet de
reconsidérer le probléme. La radiocactivité du suc cellulaire
peut 8tre due & la présence d'ARN messagers libres, ou associés
aux ribosomes présents dans notre fraction S ou & celle des ARN
de transfert. Certains Auteurs (voir par exemple HIATT (808)
et SRINIVASAN (809)) ont montré récemment que les ARN S sont
en effet les premiers marqués dans le cytoplasme.
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3°) Radioactivité des ARN des granules cytoplasmigues,

L'apparition simultanée de la radioactivité dans les
ARN des mitochondries et des microsomes et la similitude des
activités spécifiques des nucléotides de ces deux fracticns
font penser a4 une certaine continuité entre petits et gros
granules ou a la présence de microsomes dans notre fracticn
mitochondriale. Les techniques de fractionnement cellulaires
sont évidemment sujettes & critiques mais il faut considérer
que la taille de certains polyscmes les feut sédimenter vrai-
semblablement en méme temps que les mitochcndries.

4°) Radicactivité comparde duspot X",

Les courbes de radioactivité de la figure 34 font
voir dans le "spot X" un précurseur possible des ARN, tout au
moins en ce qui concerne le radical phosphoryle et 1'ARN cyto-
plasmique, car, au temps "20 mn", les ribonucléotides de 1'ARN
nucléaire sont déja aussi radioactifs que le"spot XJ

Une cinétique d'incorporation du 32P poursuivie
jusqu'au dixiéme jour dans 1'ARN total de la cellule (MONTREUIL
& MASSE (810)) donne des courbes caractéristiques qui semblent
ne laisser aucun doute sur le rdle d'intermédiaire de ce cowposé
dans la synthése des ARN, Cependant, si 1'on couasidére que les
ARN ont pour précurseurs les nucléosides triphosphates synthé-
tisés & partir du ribose-H-phosphate provenant du glucose—6-
phosphate, si 1'on considdre d'autre part que noire"spol X'est
un produit de réduction du phosphoglycéraldéhyde provenant lui
aussi du glucose-6-phosphate, on comprend aisément que le'spot
X"puisse avoir le comportement d'un précurseur des ARN (voir
Fig. 35).

On peut penser aussi avec WEILL (811) qu'il y a
comggtition entre phospholipides et ARN pour l'incorporation
du P.
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FIGURE 35

Glucose-6-phosphate voie de > Phosphoglycéraldéhyde

EMBDEN-MEYERHOF

Voie de WARBURG

(transcétolisation) |

w

Ribose-5-phosphate Phosphoglycérol

b4 W

ARN Glycérides

50) Radioactivité des différents nucléuvtides.

Les activités spécifiques des nucléotides des ARN
nucléaires et des ARN cytoplasmiques sunt différentes et ce
résultat confirme les constatations de tres nombreux Auteurs.

Or, nous avons vu que les ARN sont formés & partir
Aes nucléousides 5'-triphosphates et que l'hydrolyse alcaline de
ces macromoldcules libere des nucléosides 2 et 3'-monophosphates
donc le Phosphore attaché & un nucléotide particulier étudié

provient en fait du nucléotide voisin. 8us

Par cunséquent, les différences observées dans "y adic
activités spécifiques des nucléosides 2' et 3'-phosphates sont
lides,non seulement aux différences des activités des nucléo-
sides 5'-triphosphates précurseurs des ARN, mais aussi & la
séquence nucléotidique. Si 1'on admet que 1l'arrangement des
nucléotides se fait statistiquement au hasard, les différences
des activités spécifiques doivent disparaitre. Puisque ces
différences subsistent,elles sont donc en relation @

- s0it avec une séquence préférentielle particuliere des
nucléotides dans la molécule d'ARN,
~ soit avec l'existence de plusieurs fractions ARN de radivac—

tivités différentes et de compositions différentes.
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Dans ce cas, en effet, méme si les radioactivités
apécifiques des nucléosides 3'-phosphates sont identiques dans
chagque ARN, les facteurs de dilution de ces activités sont
différents pour chague nucléotide.

Prenuns par exemple le cas du mélange d'un ARN for-
tement radicactif et d'un ARN non margué, dans les proportions 1
et 80. Supposcns en vutre que le premier ait une compusition
de type A U (30 p. 100 de U, 30 p. 100 de A, 20 p. 100 de G,

20 p. 100 de C) et posséde des radioaetivités spéeifiques
identiques pour tous les nucléotides et égales & 10 coups par
minute et par micromole. Supposuns encore gue le deuxieme ait
une composition de type 6C(30 p. 100 de G, 30 p, 100 de C, 20 p.
100 de A, 20 p. 100 de U). Dans ces conditions, les radivacti-
vités apperentes des nucléotides 1libérés par hydrolyse du
mélange seront égales a

10 x 30
(20 x 80) + 30

= 0,18 coups/mn/micromole pour A et U

10 x 20
(30 x 80) + 20

0,08 coups/mn/micromole  pour G et C

It

La radioactivité plus élevée des acides adénylique
et uridylique réveéle la présence d'une faible proportivn d'ARN
de type AU et fortement radioactif.

Considérons a présent les résultats que nous avons
obtenus ¢
— les activités spécifiques des acides uridylique et adénylique
sont toujours supérieuresd celles des acides guanylique et
cytidylique, dans toutes les fractions cellulaires, au début
du marquage des ARN correspondants. On peut voir dans ce fait
1'indice, comme dans 1'exemple choisi, de la présence d'un ARN

de type A U qui se renouvelle activement.
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CONCLUSTION,

Nus résultats sont en accurd avec les conceptions
actuelles sur la synthese des ARN au sein du noyau et & leur
migration ultérieure dans le cytoplasme. Ils soulignent 1'hété-
rogénéité des ARN et suggerent 1'existence d'ARN de type A U
(ARN messagers ?) dans toutes les fractions cellulaires
étudides.

Les études métaboligues retracées dans ce chapitre
et celles concernant la composition des ARN (Chapitre II) vont
nous permettre de faire quelques congidérations sur la synthese
des différents ARN et 4! apporter quelques arguments en faveur
de l'existence d'ARN messagers dans les hépatocytes de Rat, Cecil
fera 1'objet du 4éme Chapitre de ce travail que nous avons
intitulé "LISCUSSION GENERALE".
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CHAPITRE IV

DISCUSSION GENERALE
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DISCUSSION GENERALE.

L'étude de la composition des ARN des tissus du Rat
nous a conduite & mettre au puint une méthode de détermination
des rapports molaires des nucléotides, Nous 1l'avons par la
suite appliquée aux différentes fractions cellulaires.

Les résultats préliminaires que nous avons Jbtenus
nous ont montré que le suc cybtuoplasmique, les mitochondries et
les microsomes possédaient des ARN dont la composition globale
était voisine de celle des ARN cellulaires étudiés "in toto".
Cette composition se rapprochait fort de la composition théo-

rique de 1'ARN formé sur 1'ADN selon le schéma de ZUBAY (voir
p. 158)

A =20 p. 100 3 U =20 p. 1003 G = 30 ps.100 3 C = 30 p.100

Par contre les nuyaux possédaient une composition
particulidre caractérisdée par une teneur relativement élevée
en acide uridylique et basse en acide cytidylique, par rapport
4 la composition des ARN totaux (Voir Tableau XVIII).

Les résultats obtenus pouvaient faire penser & une
désamination de l'acide cytidylique et a sa transformation
consécutive en acide uridylique. Toutefois nus expériences
concernant 1'agressivité de la soude (voir p.107 ) vis-a-vis
de 1'acide cytidylique libéré au cours de l'hydrolyse des ARN,
n'avaient pas montré une action aussi violente de nos conditions
opératoires.

ILa morphulogie altérée des noyaux isolés, constatde
au microscope électronique pouvait &tre en relation aver une
modification de la composition des ARN nucléaires, soit par
dégradation, soit par perte de certaines molécules. Cependant
la composition des ARN des noyaux préparés selon la méthode de
CHAUVEAU (812) et qui sont morphologiquement intacts (MONTREUIL
& Coll.)(813) s'est révélée identique & celle des noyaux pré-
parées selon la technique décrite page 181 (voir Tableau XVIII).

b

Ceci nous a amené & tirer parti de nos résultats et a y voir
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la démonstration de 1l'existence 4d'ARN nucléaires particuliers.

D'autre part, nos études sur 1l'incorporation de phos-
phate radioactif dans les nucléotides des ARN nucléaires et
cytoplasmiques nous ont conduite & pressentir 1'existence d'ARN
de type AU au métabolisme accéléré, dans les différentes frac-
tions cellulaires, mais surtout dans le noyau, marqué le premier
et intentsément.,

Ia composition particuliere des ARN nucléaires pou-
vait donc étre due & la présence d'un pourcentage relativement
élevé de cet ARV de type AU marqué précocement et cette hypo-
theése nous a aménée & calculer la composition des ARN néoformés.
Si 1'on suppuse que les radioactivités spéeifiques des nucléo—
tides de ces ARN néoformés sont égales, les radioactivites
totales relatives de ces nucléotides rendent compte de leur
composition. Or les radioactivités relatives des nucléotides des
ARN néoformés sont dégales aux produits des activités spéeifi-
ques des nucléotides des ARN totaux par les rapports molaires
de ces nucléotides,

Nous avons réuni dans le Tableau XIX les compositions
(ainsi calculées) des ARN néoformés, présents dans les diffé-
rentes fractions cellulaires, dés l'apparition de la radioacti-
vité dans ces fractions,.

On y observe que la compositicn des ARN néoformés
dans leg noyaux au temps "+5 mn" est presque identique & celle
des ARN radioactifs que 1l'on trouve dans les microsomes et les
mitochondries au temps "+15 mn".

La composition de 1'ARN radioactif présent, au temps
10 ¥n, dans le suc cytoplasmique, est au contraire nettement
différente et caractérisdée par une teneur élevée en acide
cytidylique.



TABLEAU XIX

o=

Composition des ARN néoformés présents dans les différentes fractions cellulaires das 1'appa-
P

rition de la radioactivité dans des fractions.

3 FractionﬁfTemps defNucléo-f Act. Spécifiqué Comp. de I'ARN f Act. relative f Comp des ARN*k f

‘cellulaire marquage. tides des . %% total : des . néoformés
S S S nucléotides & _____________ ,_.pucléotides .
. N 5 mn v 1.12 : 25 : 29.675 . 30,9
. coo. 35C : 29 : 24,650 : 25,6
. ¢ . 789 : 25 : 15.725 : 20,5
. A 1.043 : 21 : 21.903 : 23
. S . 10 mn U 1.753 20 3.506 26,6
. ) .G 758 32 . 2.425 18,5 |
: : R R 1.428 2% ; 3.998 : 30,3 s
: ’ A 1.613 . 20 3.226 : 24,6 3
. © 15 m U 1.400 : 20 : 280 32,1 !
; ; ¢ 700 30 210 : 24,2

; c 660G : 30 180 20,7

: A 1.000 : 20 . 200 : 23
; M 15m.. U 2.280 20 : 456 : 32,3
: R 1.200 : 30 : 360 : 25,5
: Coc 850 : 30 : 255 : 18
N oA 1.70C X 20 : 340 : 24,1

(%) N, S, ¢, M désignent respectivement les noyaux, suc cellulaire, microsomes et
mitochondries.

(x%) molécules de nucléotide pour 100 molécules de nucléotides totaux.
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I — MTSE TN EVIDENCE D'ARN MESSAGERS.

Le notion d'ARN messagers "métaboliquement actifs®
et dirigeant la synthése protéique sur les ribusomes (voir p.55 )
amene tout naturellement & chercher ces "vecteurs de 1'infurma-—
tion génétigue" dans les noyaux, qui se marquent précocement et
intensémentyet dans les granules cytoplasmiques ou se fait la

majeure partie des syntheéses protéiques.

19) On est alors tenté de considérer 1'ARN néoformé présent dans
les N au temps "5 mn" et dans les M et toau temps "15 mn" comme
étant 1'ARN messager bien que sa composiiion differe de celle

de 1'ADN. Cette divergence de coumposition peut 8tre interprétés
comme la preuve d'une non saturation par le 32P de 1'ARN néuvformé

ou de 1'inégalité des activités spécifigues de smes nucléotides.

29) Il devient alors intéressant de suivre la composition de

17ARN margué dans le N au fur et & mesure que se prolonge le

temps de marquage : on constate ainsi qu'au temps 20 mn cette
composition rappelle celle de 1'ADN (Voir Tableau XX).

TABLEAU XX

Compositiondes ARN néoformés présents dans les noyaux au
temps 20 mn

a® ®» ea 20 00 Qe

0 ce ©® 0ve oo

. ‘Act.spécifiqué Comp. de  ‘Act.relative ° Comp. des ARN®
Nucléo-zs : ; : : :
tides : aes : LA : des ¢  néoformés =:
? Nucléotides total = ? Nucléotides ° :

U : 80.000 : 25 : 20 : 28,8 :

¢ P 50,000 @, 29 X 14,5 20,8 :

c e 60.000 3 25 : 15 : 21,6 :

A F 95.000 G 21 : 20 : 28,8 :

% Moléculesde nucléotide pour 100 moclécules de nucléotides
totaux
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On peut donc supposer gue l'on ait saisi le moment ol tous les
genes ont été transcrits et voir dans la différence de compo-
sition entre ADN et ARN néoformé dans les temps courts, 1l'exis-—
tence d'une transcription progressive et ordonnée des différents
génes, donnant naissance & de nombreuses molécules d'ARN messa-
gers.

L'hétérogénéité des ARN messagers, démontrée par chromatogra-
phie sur sérumalbumine méthylée, centrifugation en gradient de
saccharose, hybridation avec 1'ADN et déplacement progressif
(voir p.33 ) est en faveur de cette hypothése. De plus, les
diagrammes obtenus sont différents suivant le moment choisi
pour l'expérience. Cl'est le cas en particulier des bactéries
infectées ol la durée de 1l'infection a son importance (KANO
SUEOKA & SPIEGEIMAN)(814) : peu de temps aprés l'introduction
du phage,ill apparait un ARN qui semble en relation avec la
synthése des enzymes. Plus tard, on voit apparaitre un autre
ARN qui correspond & la formation de la protéine de revétement
du phage (HALL & Coll.)(815). Ces "early RNAM" et "late RNAY ont
ont aussi été observés par MINAGAWA & Coll. (816).

D'autre part, HIATT & Coll. (817), ATTARDI & Coll.
(818) ont montré par des expériences d'induction enzymatique
chez les microorganismes, gque la synthése d'une nouvelle pro-
téine implique celle d'un nouvel ARN messager qui contient
l'information. Chaque ARN m. semble donc n'étre formé qu'en
répunse & un stimulus spécifique.

BRAWERMAN & CHARGAFF (819) et POGO & Coll. (820) ont
montré chez Buglena Gracilis que l'apparition de l'appareil de
photosynthése s'accompagne d'une augmentation de la teneur en
AEN et d'apparition de molécules différentes, de poids molé~
culaire élevé, Ces ARN sont peut &tre les ARN messagers por-
teurs de l'information a transmettre aux protéines de l'appareil
de photosynthése., Tous les ARN ne sont donc pas des caractires
permanents de la cellule ; c'est ainsi que les algues vertes
et les algues décolorées (croissant & 1'obscurité), génétique-
ment identiques mais ayant des métabolismes différents, ont
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des ARN totaux de compousitions différentes : cette différence
semble due chez les premieres & la présence d'ARN particuliers
en relation avec le développement des chlouroplastes,

Chez les animaux supérieurs, les expériences de
WEILL & Coll. (821), qui soumettent des rats au jeline protéi-
gue, ont muntré clairement la modification de la composition
des ARN des microsomes, due vraisemblablement & la dispariticn
de certains ARN en relation avec 1'arrét des synthéses protéi-
gques (QUIRIN & Coll.)(822). ILa disparition de ces ARN change le
potentiel messager des microsomes utilisés dans les systéemes
d'incorporation d'acides aminés in vitro,

D'ailleurs l'accroissement de 1l'activité de 1'ARN-
polymérase (BUSCH)(823) et (MANDEL)(824), qui culncide avec
un apport protéique faisant suite a un jelne azoté, fait
entrevoir la pussibilité de la synthése d'ARN messagers chargés
de diriger la néoformation des protéines. Notons qu'il existe
dgalement un parallélisme entre 1l'activitd de 1'ARN pulymérase
d'un organe ou d'une tumeur et la quantité et la diversité des
protéines synthétisées par cet organe ou cette tumeur (PETE &
Coll. (825)).

L'expérience de MICHELAZZI & Coll. (826) prouve aussi
que la synthése d'une protéine particuliere suit celle d'un
ARN particulier. En effet, ces Auteurs injectent 1'ARN du sérum
d'un animal immunisé & un autre et provoquent,chez celui-ci,la
formation d'anticorps,spéecifiques de 1'antigéne utilisé pour
préparer le premier animal.

I1 semble donc que tous les genes ne soient pas trans-
crits simultanément et 11 n'est pas déraisonnable de penser
que cet ARN néoformé de composition particuliére gue nous
trouvons dans les noyaux et le cytoplasme, des 1l'apparition
d'une radioactivité mesurable, est bien un ARN messager. L'ARN
nfoformé, présent aa temps 20 mn dans les noyaux, représenterait
alors un ensemble de molécules, produits de transcription de
tous les genes et dont la composition globale serait alors
celle de 1'ADN total.
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3°) Toutefois, si cn associe théoriquement 1'ARN marqué,
présent dans les N au temps "5 mn" avec une chaine complémen-
taire, 1'ARN formé possede une composition qui rappelle celle
de 1'ADN (Tableau XXI). Il est alors permis de suppuser que
la similitude observée entre la cumposition de 1'ARN marqué
au temps 20 mn et celle de 1'ADN est due :

- soit & l'existence de duubles chaines ARN de ce type

— soit & la transcription de la 2éme chaine ADN aprés celle
de la premiere chaine observée au temps 5 mn.

TABLEAU XXT
: : Comp. : N ¢ :
: Nucleo : ARN marqué N: Aggﬂ%;??ée— : ARN formé : AT :
. 3 . " 1 ° ° £ 3 4 . °
: tides : 5 mn ' théorique théorique : :
: U : 30,9 : 23 : 27 : 28,4 :
oG : 25,6 : 20,5 : 23 : 21,4 :
: C : 20,5 : 25,6 : 22 : 21,5 H
oA P2 F30,9 : 27 P 28,7 X

De nombreux fravaux sont en faveur de la transcrip-

tion d'une seule chalne ADN in vivo

- BAUTZ & HALL (827) qui étudient la composition de 1'ARN
néoformé chez E. Coli aprés infection par le phage T4 trouvent
que les quantités de A et U d'une part, et de G et C d'autre
part, sont inégales. Si les deux chafnes ADN, qui sont complé-
mentaires, avaient été transcriges, la composition de 1'ARN
spécifique du phage serait tellz que A =TU et G = C. Ces Auteurs
en concluent que seule 1 chaine ADN avait été copiée au moment
de leur expérience. C'est a cette conclusion qu'aboutissent
également GUILD & ROBISON (828), HAYASHI & Coll. (829),
TOCCHINI-VALENTINI & Coll. (830), CHAMPE & Coll. (831),
RICHTER & Coll. (832).
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- MARMUR & GREENSPAN (833) isolent 1'ARN néoformé chez E.Coli
sous l'impulsion du bactériophage SP8 3 1'ADN de celui-ci est
formé de 2 chafnes complémentaires nettement différentes,
posseédant des densités différentes et pouvant &tre sépardes
par chromatographie sur sérumalbumine méthylée ou par centiri-
fugation en gradient de chlorure de césium. Seule 1la chaine
lourde est capable de former in vitro un hybride avec 1'ARN
synthétisé par 1'héte infectdé. Done, 1 seule chaine (1a chafne
lourde) a été transcrite in vivo.

Ceci est démontré aussi par McCARTHY & BOLTON (834)
chez E.Coli normal.

Cependant les résultats concernant la composition
de 1'ARN rapidement marqué, identique & celle de 1'ADN,sont
en faveur de la transcription des deux chalnes. Toutefois si
la "replication" de 1'ARN messager est possible, la chafne
frrmé sur 1'ADN peut induire la synthése de la chafne qui lui
est complémentaire : la compnsition globale de ces deux chaines
ARN m. est alors identique & celle de 1'ADN,

L'ARN rapidement marqué a éfé montré de méme compo-
sition que 1'ADN du phage chez les bactéries infectdes (VOILKIN
& ASTRACHAN (835), WATANABE & Coll. (836), NOMURA & Coll.(837)).

Ce "DNA like RNAY" a été trouvé chez les mieroorga-—
nismes sains (GROS & Co0ll.)(838) et la Levure (YCAS & VINCENT)
(839) et cette découverte a été en grande partie & l'origine
de 1'hypothése de 1l'existence A'ARN messagers (JACOB & IMONOD)
(840)(voir p. 31 ). Ia présence d'ARN instable de méme composi-
tion que 1'ADN a depuis €té confirmée par de multiples travaux.
(voir par exemple SUIT (841) ; ANDOH (842) ; FUKUHARA (843) ;
TAKAT (844). De trés nombreux chercheurs ont essayé alors de
mettre en évidence chez les animaux supérieurs et en particu-
lier chez les mammiferes cet ARN rapidement marqué de méme
compesition que 1'ADN. Presque simultanément en 1962 GEORGIEV &Coll
(845) et BIBATANI & Coll. (846) 1'ont isolé, les premiers de
cellules de foie de rat et les deuxiemes des nucléoles de
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cellules de thymus de veau. (Tableau XXII). Leur méthode 4'ex-
traction fractionnée, de méme que celle de BRAWERVAN (847)
publide un peu plus tard, semblent difficiles & appliquer et

on serait tenté d'accorder plus d'attention aux résultats
d'autres Auteurs qui ont étudié la composition de 1'ARN néo-
formé sans 1'isoler., ALLFREY & MIRSKY (848) ont ainsi déter-
miné, & partir des activités relatives des nucléotides de

1'ARN total des noyaux de thymus de veau, la composition d'un
ARN marqué gui ressemble assez & celle de 1'ADN (Tableau XXIII).

TABLEAU XXTIT

Composition de 1'ARN marqué précocement, isolé par extraction
fractionnée avant d'étre étudié.

e

- JO0MP. ARN m.

AUTEURS . WATERTEL . : :
: : : A : g ¢ G : C :
s 3 § : : : :
: GEORGIEV & Coll, (8453 Foie de Rat § 27,2 : 28,8 : 20,4 3 23,6
} STBATANT & Coll. (8463 nucléoles : : : : :
: . thyms de veau, 29,3 . 28,4 ; 22,5 © 19,8 !
:BRAWERMAN & Coll, (8473 Foie de Rat : 27,1 : 21,7 : 25,3 ¢ 25,9
: CHARGAFT (849): ADN : 28,7 2%%,% : 21,4 3 21,5 3
: : : : T) : 3

Leu améliorations apportees ces derniéres années aux
néthodes d'extraction totale des ARN et aux procdédés de frac-
tionnement des ARN totaux par chromatographie ou centrifugation
en gradient de densité, ont permis de déterminer, non seulement
le poids moléculaire des ARN rapidement marqués mais aussi de
les isoler et dten étudier la composition molaire.

Nous avons réuni dans le Tableau XXIII quelques
résultats relevés dans la littérature concernant les ARN messa-—
gers totaux des cellules animales, ou décelés dans les noyaux
ou la fraction ribosomale.
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Parmi ces résultats, on peut souligner ceux de
KOCH, YOSHIKAWA, HAREL, ALLFREY & MIRSKY, SAMARINA : la compo-—
sition de 1'ARN instable donnée par ces Auteurs ressemble fort
a celle de 1'ADN.

"L'ARN marqué" de BEZDEK est du type AU, ainsi que
celui de PENMAN, mais le premier est trop riche en acide guany-
lique et le 2eme trop riche en acide cytidylique pour ressem-
bler & 1'ADN,

Au contraire 1'ARN signalé par SCHERRER est nettement
du type GC., de méme que celui de HIATT (861) dont la composi-
tion a été déterminée par la mesure de la densité optique des
différents nucléotides (Tableau XXIV).

TABLEAU XXIV

: AUTEURS : A .U . & , C .
¢ HIATT (UV sur ARN m.isolé) ¢ 14,3 & 24,4 ¢ 34,7 : 26,6 3
: SRINIVASAN (comp.ARN labile); 23,7 3 26,7 & 22,2 3 27,3 ;

I1 n'a pas été possible non plus & SRINIVASAN (862)
et & MANDEL (863) de mettre en dévidence des ARN instables de
méme composition que 1'ADN, et de nombreux travaux dirigés
dans ce sens ont sans doute été négatifs (BRUNS & Coll.)(864).
La mise en évidence au cours de nos travaux de ce "DNA like
ENA"™ est peut &tre fortuite, elle mérite cependant d'étre
signalée. Elle est probablement due & notre mode opératoire
ol toute dégradation des ARN m. est impossible, Ceux-ci sont

en effet extrfémement sensibles & l'action des nucléases et les
méthodes d'isolement de ces molécules ne sont pas sans danger.
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4°) Au déla de 20 mn, la composition des ARN marqués dans le
noyau est différente de celle des ABN. Au temps 2 heures par
exemple, les taux d'acides uridylique et adénylique sont mimi-
nués tandis que ceux des acides cytidylique et guanylique sont
augmentés. Tout se passe comme s'il y avait superposition d'ARN
de type AU (ARN messager ou "DNA like RNA") et d'ARN de type GC
(ARN ribosomal ou soluble). (voir Tableau XXV).

TABLEAU XXV

Composition des ARN néoformés dans les noyaux au temps

" 2 heures ".

fNuCléo_EAct.spécifiqwaomposition f Act.relativefComposition Xf
© tides des : de 1'ARN : des . des ARN :
: . nucléotides | total ° nucléotides . néoformés |
Py} s520.000 25 : 130 : 25 :
3 G : 480.000 : 29 : 139 2 26,7 3
¢ ' 500.000 @ 25 : 125 -V K
: A 400.000 21 : 126 : 24,3 3

¥ molécules de nucléotide pour 100 molécules de nucleéo-
tides totaux.

I1 a été noté par certains Auteurs chez les bactéries
et la Levure que 1'ARN nouvellement synthétisé posseéde parfois,
non pas une composition identique & celle de 1'ADN,mais inter—
médiaire entre celle de 1'ADN et celle de 1'ARN ribosomal.
Cette composition est compatible avec la présence d'un mélange
A'ARN formé de 60 p. 100 environ d'ARN de type ribosomal et
de 40 p. 10O A'ARN de type ADVW. (MIDGLEY & Coll. (865),
KITAZUME & YCAS (866), HAYWOOD & Coll. (867), BOLTON & McCARTHY
(868), NITSUI & Coll. (869)). Ces constatations ont trouvé leur
explication dans 1'observation faite par FUKUHARA & Coll. (870)
chez la Levure, du changement graduelk de la composition de
1'ARN néoformé. Aprés une légere exposition de
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la Levure au 32]?, la composition de cet ARN, déterminée & -
partir des activités relatives des nucléotides; est voisine
de celle de 1'ADN, Au fur et & mesure gque l'exposition au
32P est proiongée, la composition de 1'ARN radioactif change
et se rapproche de celle de 1'ARN global. Or 1a méthode de
fractionnement des ARN par centrifugation en gralient de sac—
charose, utilisée dans une expéricnce de “"chasse" de l'isotope
par dilution avec des précurseurs non marqués des -ARN, permet
d'assister & 1l'apparition progressive d'ARN ribosomaux et
solubles radioactifs. Ce sont donc ces ARN formés plus tardi-
vement qui mofifient la composition de 1'ARN marqué étudid
"in toto".

Chez les mammiféres, les travaux de GEORGIEV & Coll,
(871) et YOSHIKAWA & Coll. (872) ont montré gque 1'ARN rapidement
margué pouvait &tre aussi un mélange d'ARN de type ribosomal
et d'ARN de type messager. Mais ces ARN de type ribosomal sont
des ARN de haut poids moléculaire distincts des ARN ribosomaux
28 S et 18 S¥., Notre mode opératoire ne nous a pas permis de
vérifier la nature des ARN marqués : nous pouvons simplement
dire gque la synthese A'ARN de type GC semble suivre celle
d'ARN de type AU.

IT - SYNIHESE DES ARN RIBOSOQLIAUX.

1°) Origine des ARN ribosomaux.

Certains Auteurs (KITAZUME & Coll. (874), MARKS &
Coll. (875), SCHERRER & Coll. (876), FENWICK (877), ANDOH &
Coll. (878), PERRY (879), TAMAOKI (880), HIATT (881)), ont cru
pouvoir conclure que 1'ARN messager était le précurseur des
ARN ribosomaux, parce que, dans des expéricnces de "chasse™ de

)

% Ces ARN de haut poids moldéculaire sont peut &tre des com-
plexes ARN m. —ARN R. qui en se disscciant donnent les ARN
ribosomaux normaux. (voir MUNRO & KORNER (873).



- 216 -

1l'isotope utilisé coume traceur, celui-ci apparalit dans les ARN
ribosomaux au fur et & mesure qu'il disparait de 1'ARN marqué
précocement.,

Par contre REVEL & Coll. (882) bmt montré que la
syntheése de 1'ARN ribosoual est en grande partie indépendante
de celle de 1'ARN rapidement marqué : si on pratique a des
rats, 30 mn apres l'administration de radiophosphore, une in-
jection de phosphate de sndium non marqué, pour diluer lec pool
des précurseurs, 1'ARN ribosomal est peu radioactif, alors
qu'il l'est fortement chez les animaux témoins, n'ayant pas
recu de phosphate non marqué 2 heurcs avant le sacrifice.
Selon ces Autcurs, si 1'ARN ribosomal tirait son origine de
1'ARN messager, il devrait &trc radiocctif puisque formé a
partir d'une molécule déja marquée au moment de la dilution
du pool des précurseurs.

Au lieu d'imaginer une conversion de 1'ARN messager
en ARV ribosomal, on peut supposer pour celui-ci une synthese
4 partir des nucléosides triphosphotes du miliecu, dirigée par
1'ARN messager, donc synthése postérieure & celle de ce der-—
nier, ce qui est en accord avec les cinétiques d'incorporation
du 3°P. Ic mbme mécanisme pourrait d'ailleurs &tre cnvisagé
pour la formation des ARN S.

D'autre part, maintenant gue 1'on sait que 1'ARN
"marqué" précocement peut &tre un mélange A'ARN de type AU et
aA'ARN de type GC, on peut reconsidérer le probleme. Il est
vraisemblable que c'est 1'ARN de type GC, le véritable précur—

seur des ARN ribosom.auxX

, tandis que 1'ARN messager proprement
dit est dégradé au cours de la biosynthese protéique et ses
produits de dégradation retournent au pool des nucléotides

précurseurs.

% ST notre hypothése d'une synthése de I'ARN R,dirigée par 1!
ARN m, est exacte, cew ARN de haut poids moléculaire pour-
raient 8tre des complexes intermédiaires formés entre RNA m.
et ARN R, et ceci expliquerait leurs conversions en ARN
ribosomaux (GEORGIEV & LERMAN (883).
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I1 ne semble pas partir de nos études cinétiques
gue ces deux types A'ARN soient synthétisés simultanément
- g'ils le gont, ce ne peut &tre que dans des sites diffé-
rents ¢ 1'ADN chromosomal donnant des ARN de type AU par
ex. (ARN messager) ; 1'ADN nucléolaire donnant des ARN de type
GC (ARN ribosomal). A ce propos, il nous faut signaler que
RO TAE SUK & Coll. (884) viennent de réaliser in vitro la syn-
thése A'ARN de type GC sur un ADN nucléolaire et gque MURAMATSU
& Coll. (885) ont montré in vivo une synthése des ARN nucléo=~
laires indépendante du reste du noyau.

- g'ils le sont successivement sur le méme modele, ce ne peut
8tre que sous l'action de deux ARN polymérases différentes,
puigque les produits de la réaction sont différents. Or, il
vient d'étre mis en évidence, par WIDNELL & TATA (886) deux
ARN polymérases dans les noyaux de folie de Rat. Ceci n'est
qu'uns note préliminaire et les produits de la réaction ne sony
pas encore étudiés. On peut néanmoins penser dés & présent que 3

— 1'ARN messager est synthétisé sur 1'ADN chromosomal
qui porte la margue génétique.

— 1'ARN ribosomal est synthétisé sur 1'ADN nucléo-
laire sous l'action d'un engzyme différent. (les ARN ribosomaux
étant identiques dans des espeéces différentes, il serait inté-
regsant de vérifier si 1'ADN nucléolaire ne 1l'est pas aussi).

Le fait que l'actinomycine inhibe préférentiellement
la syntheése des ARN ribosomaux et laisse subsister celle de
1'ARN messager (GEORGIEV & Coll.)(887) renforce 1l'hypothése
selon laguelle il existe deux mécanismes différents (ou tout
au moins des cistrons géniques différents).

20) Migration dans le cytoplasme des ARN ribosomaux nucléaires.

L'origine nucléaire des ARN ribosomaux cytoplasmi-
gques a été montrée par les expériences de SINGH & Coll. (888),
GEORGIEV & Coll. (889) et FLAMM & Coll. (890) respectivement
dans les cellules He La, les cellules hépatiques et les
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la Levure au 3ZP, la composition de cet ARN, déterminde & -
partir des activités relatives des nucléotides, est voisine
de celle de 1'ADN. Au fur et & mesure que l'exposition au
32? est projongée, la composition de 1'ARN radioactif change
et se rapproche de celle de 1'ARN global. Or la méthode de
fractionnement des ARN par centrifugation en gralient de sac—
charose, utilisée dans une expérience de "chasse" de 1'isotope
par dilution avec des précurseurs non marqués des -ARN, permet
d'assister & 1'apparition progressive d4'ARN ribosomaux et
solubles radioactifs. Ce sont donc ces ARN formés plus tardi-
vement qui mofifient la composition de 1'ARN marqué étudié
"in toto". :

Chez les mammiféres, les travaux de GEORGIEV & Coll.
(871) et YOSHIKAWA & Coll. (872) ont montré que 1'ARN rapidement
marqué pouvait &tre aussi un mélange A'ARN de type ribosomal
et d'ARN de type messager. Mais ces ARN de type ribosomal sont
des ARN de haut poids moléculaire distincts des ARN ribosomaux
28 S et 18 S*. Notre mode opératoire ne nous a pas permis de
vérifier la nature des ARN marqués : nous pouvons simplement
dire que la synthése A'ARN de type GC semble suivre cellg
d'ARN de type AU.

IT - SYNTHESE DES ARN RIBOSOLIAUX.

1°) Origine des ARN ribosomaux.

Certains Autecurs (KITAZUME & Coll. (874), MARKS &
Coll. (875), SCHERRER & Coll. (876), FENWICK (877), ANDOH &
Coll. (878), PERRY (879), TAMAOKI (880), HIATT (881)), ont cru
pouvoir conclure gque 1'ARN messager était le précurseur des
ARN ribosomaux, parce que, danm des expéricnces de "chasse" de

Y

% Ces ARN de haut poids moléculaire sont peut &tre des com-
plexes ARN m. -ARN R. qui en se disscciant donnent les ARN
ribosomaux normaux. (voir MUNRO & KORNER (873).
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1'isotope utilisé coume traceur, celui-ci apparalt dans les ARN
ribosomaux au fur et & mesure qu'il disparait de 1'ARN marqué
précocement.

Par contre REVEL & Coll. (882) bnt montré que la
syntheése de 1'ARN ribosowmal est en grande partie indépendante
de celle de 1'ARN rapidement marqué : si on pratique a des
rats, 30 mn apres l'administration de radiophosphore, une in-
jection de phosphate de sndium non margué, pour diluer le pool
des précurseurs, L'ARN ribosomal est peu radioactif, alors
qu'il 1l'est fortement chez les animaux témoins, n'ayant pas
recu de phosphate non margué 2 heures avant le sacrifice.
Selon ces Autcurs, si 1'ARN ribosomal tirait son origine de
1'ARN messager, il devrait &tre radioactif puisque formé &
partir d'une molécule déji marguée au moment de la dilution
du pool des précurseurs.

Au lieu d'imaginer une conversion de 1'ARN messager
en ARN ribosomal, on peut supposer pour celui-ci une synthése
& partir des nucléoeides triphosphotes du milieu, dirigée par
1'ARN messager, donc synthése postérieure a celle de ce der-
nier, ce qui est en accord avec les cinétiques d'incorporation
du 3°P. Te mbme mécanisme pourrait d'ailleurs &tre envisagé
pour la formation des ARN S.

D'autre part, maintenant gue l'on sait que L1'ARN
"marqué" précocement peut &tre un mélange A'ARN de type AU et
A'ARN de type GC, on peut reconsidérer le probleéme. Il est
vraisemblable que c'est 1'ARN de type GC, le véritable précur-
geur des ARN ribosomauxx, tandis que 1'ARN nessager proprement
dit est dégradé au cours de la biosynthése protéique et ses
produits de dégradation retournent au pool des nucléotides
précurseurs.,

% SI notre hypothése d'une synthese de I'ARN R.dirigée par 1!
ARN m, est exacte, cew ARN de haut poids moléculaire pour-
raient &tre des complexes intermédiaires formés entre RNA m.
et ARN R. et ceci expliquerait leurs conversions en ARN
ribosomaux (GEORGIEV & LERMAN (883).
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I1 ne semble pas partir de nos études cinétiques
que ces deux types A'ARN soient synthétisés simultanément
- g'ils le sont, ce ne peut &tre que dans des sites diffé-
rents ¢ 1'ADN chromosomal donnant des ARN de type AU par
ex. (ARN messager) ; 1'ADN nucléolaire donnant des ARN de type
GC (ARN ribosomal). A ce propos, il nous faut signaler que
RO TAE SUK & Coll. (884) viennent de réaliser in vitro la syn-
thése d'ARN de type GC sur un ADN nucléolaire et que MURAMATSU
& Coll. (885) ont montré in vivo une synthése des ARN nucléo-
laires indépendante du reste du noyau.

— g'ils le sont successivement sur le méme modele, ce ne peut
gtre gue sous l'action de deux ARN polymérases différentes,
puisgue les produits de la réaction sont différents. Or, il
vient d'&tre mis en évidence, par WIDNELL & TATA (886) deux

ARN polymérases dans les noyaux de foie de Rat, Ceci n'est
gutune note préliminaire et les produits de la réaction ne sontd
pas encore étudiés. On peut néanmoins penser dés & présent que

— 1'ARN messager est synthétisé sur 1'ADN chromosomal
qui porte la marque génétique.

— 1'ARN ribosomal est synthétisé sur 1'ADN nucléc-
laire sous l'action d'un enzyme différent. (les ARN ribosomaux
étant identiques dans des espéces différentes, il sergit inté~-
ressant de vérifier si 1'ADN nucléolaire ne 1l'est pas aussi).

Le fait que l'actinomycine inhibe préférentiellement
la synthése des ARN ribosomaux et laisse subsister celle de
1'ARN messager (GEORGIEV & Coll.)(887) renforce 1l'hypothése
selon laguelle il existe deux mécanismes différents (ou tout
au moins des cistrons géniques différents).

20) Migration dans le cytoplasme des ARN ribosomaux nucléaires.

L'origine nucléaire des ARN ribosomaux cytoplasmi-
ques a été montrée par les expériences de SINGH & Coll. (888),
GEORGIEV & Coll. (889) et FLAMM & Coll. (890) respectivement
dans les cellules He La, les cellules hépatigues et les
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cellules végétales, Elle a été démontrée aussi par microirra-
diation des nucléoles (PERRY)(8%1) et confirmée par autoradio-
graphie de cellules marquées en présence d'actinomycine (PERRY)
(892). Cette origine nucléaire est en faveur de 1l'hyputhése d'un
mécanisme de synthése des ARN ribosomaux dirigé par 1'ADN,

ITI — SYNTHESE DES ARN SOILUBLES.

La radioactivité relativement précoce du suc Cellu~
laire comparativement & celle des granules cytoplasmigues, pou-—
vait faire penser & la présence d'ARN messager libre, celui-ci
devant se fixer ensuite sur les ribosomes et les polysomes.
Malheureusement, la cumposition de 1'ARN marqué rest différente
de celle qui a été calculée dans les noyaux et les microsomes.,
Cependant on peut attribuer l'activité élevée de l'acide cyti-
dylique, au "turn-over" terminal des ARN S. mis en évidence
par ROSSET (893), MONIER (894), SCHOLTISSEK (895), HOILT & Coll.
(896), BURNY & Coll., (897), CANNON (898), MERITZ (899),
FRANKIIN (900).

Ce "turn-over" terminal vient fausser la détermina—
tion de la composition de 1'ARN nécformé qui parait alors diffé-
rente de celle de 1'ARN marjué nucléaire. Nolons toutefois que
1'"ARN radioactif du suc cellulaire est, cumme ceux trouvés dans
les noyaux et les granules cytoplasmiques, plus riche en A et U
que 1'ARN total cellulaire. Ceci permet de conclure qu'il existe
dans cette fraction,des ARN de type messager au renouvellement
rapideyen plus des ARN soluples possédant un "turn-over" ter-
minal; Ces ARN messagers sont, ou libres, ou fixés sur les ribo-
sumes vraisemblablement présents dans le suc cellulaire qui n'a

été isolé qu'apres centrifugation & 40 000 g.
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IV — MECANTSME DE LA SYNTHESE DES ARN,

Les expériences en faveur de la théorie de la trans-
cription d'une seule chalne ADN in vivo impliguent 1'existence
d'une chafne "passive" : ceci a apené JONES (901) & tracer un
schéma rendant compte de la synthése des ARN m. sur une chafne
ADN et celle de 1'ADN sur l'autre chaine dite "chaine de repli-
cation" (voir Fig. 36).

Cette hypothese repose sur la séparation des 2 chaines
ADN or certains travaux font penser plutdt & 1'existence d'un
intermédiaire & 3 chalines dans le mécanisme de biosynthése des
ARN : mécanisme analogue & celui postulé par ZUBAY (voir p.159),
le schéma B pouvant rendre cormpte de la formation des ARN
massagers, le schéma A de celle des ARN ribosomaux et solubles.
C'est ainsi que :
~ REITER & IITTLEFIEID (902) observent que la synthdse de 1'ARN
nucléaire diminue pendant la période de synthése de 1'ADN,
c'est-a~dire quand les deux chafnes sont séparées pour la
"replication"., Ceci a été constaté aussi par SISKEN (903),
TAYLOR (904), PRESCOTT (905) par autoradiographie,

- SEKIGUCHI & Coll. (906) montrent que, lorsque des phages
irradiés, c'est-a-dire dans lesquels les deux chafnes ADN ne
peuvent plus se séparer, sont introduits dans une culture de
bactéries, 11 y a synthése continue des enzymes du phage donc
synthese continue des ARN messagers correspondants.

Dr'autre part nos résultats permettent de penser que
les ABN m. peuvent se "repliquer" ; on peut imaginer un méca=
nisme analogue a celul observé chez les virus & une seule
chaine ARN : syntheése sur la chafne complémentaire préalable-
ment formée (voir par exemple “ENWICK & Coll. (907), BALTIMORE
& Coll. (908), MONTAGNIER & Coll. (909), NONOYAMA & Coll. (910)
WATANABE (911).
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FIGURE 36

Schéma de synthese de 1'ARN sur 1'ATN selon
JONES (901)
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Ceci pourrait expliquer gque 1l'actinonycine qui
inhibe 12 synthesc de tous les ARN cen se combinont avec 1'ADN,
laisse subsister celle des ARN messagers.

Ceel pourrait expliquer également, la persistance,
pendant un certain temps, de la synthése protéique dons les
cellules anuclédes.,
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CONCIUSION GENERALE

Nous pouvons conclure a la suite de cette étude que

- l'activité élevée et prdécoce des ARN du noyau est due & celle
d'ARN de type messager dont la composition rappelle celle de
1'ADN.

- cet ARN messager se retrouve quelques instants plus tard sur
les microsomes.

- les ARN solubles possédent un renouvellement intense de leur
dernier nucléotide, en rclation ou non avec la synthése pro-
téique.

~ la synthése A'ARN de types ribosomal et soluble suit celle des
ARN messagers dans le noyau.

Nus résultats semblent apporter une confirmation au
schéma de la Fig. 37 fondé en partie sur les travaux de nombreux
autres Auteurs.

Mais la connaissance parfaite du mécanisme de synthése
des ARN et des relations entre les différents ARN du noyau et
du cytoplasme nécessite d'autres recherches., Il serait intéres—
sant d'observer 1'apparition de la radioactivité dans les ARN
messagers, les ARN ribosomaux et les ARN solubles, dans chacune
des fractions cellulaires et de vérifier les hypotheéses énises,
en particulier, celles concernant
-~ 1'égalité des activités spécifiques des nucléotides des ARN

nessagers.

~ la™eplication"de ces molécules.

- la synthése des ARN ribosomaux et solubles postérieure & celle
des ARN mnessagers.

Les cinétiques d'incorporation du radiophosphore dans chague

classe d'ARN de chaque fraction cellulaire ne peuvent &tre

réalisées que sur des préparations d'ARN purs non dégradés
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le probléme qui se pose alors pour une telle étude est de
mnettre tout d'abord au point une méthode de préparation et de
firactionnenent des ARN qui fournisse des molécules intactes,
dévarrassées de tout contaninant.

I'importance des ARN messagers dans les phénoneénes
de syntheése protéique, donc dans la vie de la cellule, sa crois-~
sance et sa multiplication, normale ou anarchique, en font un
sujet de recherches passionnant. Il devient indispensable
d'étudier non seulemcnt la synthese de ces molécules et la
régulation de cette synthése mais aussi leur composition et leur
séquence nuecléotidique,

D'autre part le "décodage" de ces ARN messagers par
les ARN de tfansfertsattire l'attention sur la nécessité de
1'intégrité des ARN S. pour 1'équilibre métabolique de la
cellule.

Les recherches en Cancérologie doivent donc s'orienter
maintenant vers 1'étude de ces deux classes d'ARN,
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" NoYAU

* CYTOPLASME °

ATP, GTP, CTP, UTP.

- Modéle = ADN ARN S.‘l
[:01 Aﬁ?égg} chromosomal ?
polym Jsuc cellulaire
(migration) ARN m. ‘
L
ARN m. _-——-“““"*—_—__“—A‘_———ijp1ication possible)
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L/‘
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modéle pour [ARN poly‘nJ
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/0 et (
ARN R.dé h® PM_, ARN 28 S
i e 4
TNSARN 18 S J
ARN ARN m. ribosomes
olyméras modéle = ADN (migration) et
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FIGURE 37

Schéma de synthése des différents ARN cellulaires.

NOTA :
compte des hypothéses personnelles.

Les fléches pointillées et les points d'interrogation rendent
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