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TW.GENERALITES

Brachet (1941) et Caspersson (1941) ont démontré que
toute cellule animale posséde 3 la fois de l'acide désoxyribo-
nucléique (ADN) et de l'acide ribonucléique (ARN). De plus, ils
guggéraient qu'il existe une relation entre 1'ARN et la synthése
des protéines. Depuis lors, la synthése protéique et la régula-

tion cellulaire sont activement étudiédes,

Des travaux portant sur le mode d'intervention de 1'ARN

dans la synthése des protéines, d'une part, et sur l'origine et
les caractéristiques de cet ARN, dtautre part, ont conduit les

chercheurs & préciser les mécanismes du fonctionnement de la

cellule vivante.

On sait aujourd'hui que l1t'information requise pour la
synthése des protéines spécifiques vient de 1'ADN par 1l'intermé-
diaire de 1'ARN dont la séguence nucléotidique serait, pour une
protéine spécifique, complémentaire d'une portion relativement
petite, de l'une des hélices de 1'ADN., En effet la séquence des
acides aminés dans une protéine donnée est déterminéde par celle
des nucléotides de cet ARN complémentaire, 1'ARN messager. L'ADN
gui porte l'information est intégralement transmis des cellules-

méres aux cellules-filles (continuité génétique).

Nous résumerons donc 1'état actuel de nos connaissances

concernant ces interrelations ADN - ARN « Protéines.
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1.1. L'ADN - PORTEUR DE L'INFORMATION,

1.1.1., STRUCTURE ET CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES.

En 1953 Watson et Crick s'inspirant de différentes
données déji connues concernant les molécules 4'ADN apportent
une contribution élégante au probléme de leur configuration
spatiale : deux chafnes polynucléotiques antiparalléles sont
enroulées en forme de double spirale (Fig. 1). Les chafnes sont
lides entre elles par liintermédiaire des bases azotées dont
l'associztion en doublets spécifiques (adénine-thymine et guanine-

cyitosine) est assurée par des liaisons pont-hydrogéne.

Les considérations stéréochimiques suivantes ont
amené ces aunteurs 3 proposer cette structure :

2) la nature cristalline de 1'ADN, démontrée par la
diffraction aux rayons X (Wilkins et al., 1953)

b) les quantités molaires égales d'adénine et de
thymine, d'une part, de cytosir=z et de guanine d'autre part
(Chargaff, 1951)

c) lt'irréversibilité des courbes de titration (Watson
et Crick, 1951)

Par la diffraction aux rayons X, il a été possible de
démontrer l'existence du polymorphisme des fibres de 1'ADN, fibres
dont la coniigurziion varie c¢n fonction du taux d'hydratation.

Ces variations spatiales de 1'ADN nous suggerent que les deux
chaines polynucléotidiques peuvent subir un glissement 1'une par
rapport & l'autre grélce a une certaine liberté que les liaisons
hydrogéne laissent aux bases, Cependant, il serait difficile
d'admettre que c'est uniquement au moyen des ponts hydrogéne que
170 7der doit g migldilté. Il semble en effet que des forces de

Van der Waals contribuent de maniére primordiale au maintient de

Q

ette structure (De Voe et Tinoco, 1962 ; Mahler et Mehrotra,

1962 ; Shugar et Szer, 1962).



Une é1lévation de la température ou une variation du
PH conduit & la dissociation de la double hélice. Cependant les
travaux de Thomas (1954 et 1962) ont permis deconclure que la

stabilité de 1'ADN en présence des ions métalliques (NaCcl 107°

Fig. 1 Schéma de la molécule
d'ADN. Les barres horizonta-~

les représentent les liaisons

pont-hydrogéne. La ligne

verticale marque l'axe de la
fibre.
(D'aprés Watson et

Crick, 1953)

S

5 1 M) n'est pas altérée mBme 3 des températures voisines de 70°

C ou & des pH notablement écartés de la neutralité.



Les propriétés chimiques, physiques et biochimiques
locales de la molécule d'ADN sont déterminées par les caracté-
rigstiques de chacunes des bases nucléiques, Il semble qu'il
goilt possible d'étudier ces caractéristiques d'une maniére appro-
ximative, les interactions électroniques & travers les liaisons

hydrogéne étant faibles (Pullman et Pullman, 1961).

1.1.2. ROLE.

A 1'état macromoléculaire, 1'ADN joue un rdle essen-
tiel dans le mécanisme m&me de la régulation cellulaire ; il
constitue en sol un sujet d'étude extrémement passionnant, en
égard 3 ses propriétés extraordinaires d'autoduplication d'une
part et & sa capacité de former des modéles de synthése, de
ltautre. En effet la molécule A'ADN étant constituée d'une série
de n séquences locales de nucléotides (génes) détermine 1'ordre
dans lequel s'effectue la transformation d'un métabolite (1, 2,
3y mmmm———— n) (Jacob et Monod, 1961 3 Jacob et Monod, 1964).

I1 est permis de croire que les geénes sont disposés
en bandes consécutives sur les fibres 4'ADN contenues dans le

chromosome,

Par ailleurs, dérivant des lois de Mendel, 1'étude
des mutations de la Mouche Drosophila melanogaster effectude par
Morgan et ses collaborateurs (1929) a permis d'établir les cartes
chromosomiques indiquant les emplacements des génes responsables
des différents caractéres phénotypiques de la mouche. Bridges
(voir : Guyenot 1943) a fait la vrelation & l'aide de technique
microscopique entre les cartes déja établies et certaines vari-
ations que l'on pouvait apercevoir sur les chromosomes des

glandes salivaires des larves de Drosophila,



Dés lors, on pouvait se demander comment se présente
1'unité opérationnelle et quel est son mode de fonctionnement.
La génétique bactérienne a contribué largement & la progression
des connaissances dans ce domaine, grfce aux avantages que présen-
tent les bactéries comme matériel, FEn effet, les études de mu-
tations (par les expérimentations génétiques et biochimiques)
des systémes répressibles et inductibles chez les bactéries
ainsi que les phénoménes de l'expregsion de fonctions chez les
bactériophages ont permis de tracer le schéma du fonctionnement
de 1'unité opérationnelle (Jacob et Monod 1961). Ainsi par
exemple, dans le segment chromosomique unitaire appelé 1l'cpéron,
contrbdlant l'utilisation du lactose chez E. Coli, l'ordre des
génes est le suivant : opérateur (0), Galactosidase (%) compre-
nant plusieurs cistrons, galactoside pérméase (Y) et galactoside-

transacétylase (Ac) (Jacob et Monod 1964).

Les génes Z, Y et Ac sont les "génes de structure"
qui déterminent respectivement la structure de ces trois enzymes.
Récemment on a pu montrer qu'entre le segment opérateur et le
début de 1l'opéron intervient un segment désigné sous le nom de

promoteur (Jacob et al. 1964).

Dans un systéme inductible en 1'absence du métabolite
inducteur, le represseur produit par le géne régulateur est actif
(voir figure 2) 3 il inhibe l'opérateur et 1l'opéron ne produit
pas de messager (le gene régulateur se trouve en dehors de
lt'opéron et ne doit pas nécessairement 8tre structuralement 1ié

4 celui-ci).

T ' ' Operator Structural Fig.2 Schéma de la
Regulator gene gene genes
R (O AL B L régulation de la
; t L T T T enes B
'l 1 l : synthese protéique
Repressor VW ANV AN Messengers
} } (d'apres Jacob et

AT TN Proteins
ot . . omed, 1961).
Repression or induction (

AL

bife
—Metabolite —

/[{c;



Au contraire, lorsque le métabolite inducteur vient
au voisinage immédiat d'une région particuliére du répresseur,
celui-ci se trouve inhibé par effet allostérique (Monod et al.,
196%), ce qui entraine la production du messager et, par consé-

quent, la synthése des enzymes,

Dans le cas d'un systéme répressible, en 1l'absence
du produit final d'une suite de transformations métaboliques,
le répresseur, produit par le géne régulateur n'affecte aucune-
ment la synthése du messager. Le produit final réagit avec le
répresseur et l'active par allostérie, ce qui entraine 1'inhibi-
tion de 1l'expression de l'opéron entier et, par conséquent la
synthése des enzymes, Mais . le produit terminal peut éga-
lement modifier la conformation (1'allostérie) du premier enzyme
de la séquence et le rendre inapte & intervenir catalytiquement.
Ici nous sommes amenés & remarguer un double contrdle de l'acti-

vité enzymatigue (Jacob et Monod, 1964).

Cependant, les cellules des organismes supérieurs
montrent quelques particularités. Ainsi par exemple, les cellu-
les humaines gquelles que soinent leurs fonctions possédent
probablement toutes la possibilité de programmer la méme infor-
mation génétique puisque les études microscopiques (Tijo et
Levan, 1956) ont montré que le nombre et la forme des chromo~
somes étaient les m8mes gquel que soit l'organe ou le tissu. Et
pourtant les cellules d'un tissu ont une activité métaboligue

caractéristique du type histologique considéré.

En 1950 Stedman avait émis 1'hypothése selon laquellc
la régulation de l'activité des génes serait réalisée au moyen
des protéines basiques, les histones., Cette hypaihdse a recu
plus récemment une confirmation expérimentale car différents
auteurs ont remarqué que la synthése de 1'ADN pouvait 8&tre inhi-
bée in vitro en présence d'histones (Huang et Bonner, 1962 ;

Allfrey et Mirsky, 1962). Inversément, l'extraction des histones



apporte un accroissement de la synthése de 1'ARN dirigée par
1'ADN.

Quoique la structure de 1'ADN associée & lthistone
reste en double hélice (Bradbury et al., 1961), l'angle des
bases par rapport & l'axe de 1'hélice pourrait @tre modifié
(Fredericqg 1965). Il en résulterait donc une modification des

caractéristiques électroniques de la molécule de 1'ADN,.

Lorsqu'on observe les chromosomes suxquels on &
ajouté l'histone on remarque une rétraction de certaines régions.
L'actinomycine D provoque également le m&me phénoméne (Allfrey
et Mirsky, 1963).

Les histones étant constituées par une population de
molécule relativement hétérogeéne, il semble qu'il y ait une
différence entre les propriétés inhibitrices de diverses fracti-
ons (Allfrey et Mirsky, 1963 ; Huang et al., 1964 ; Lieu et ai.,
1965). On étudie actuellement la spécificité dlaction de ces

protéines.

Certains renseignements ont €té recueilli récemment
4 partir des histones acétylées : celles-ci ne bloquent pas la
synthése de 1'ARN sur 1'ADN tout en restant apte 3 s'associer
avec celui-ci (Allfrey et al., 1964). L'acétylation de 1l'histone
se produit en effet parallélement & la synthése de 1'ARN dans
les noyaux. Il n'est pas exclu que ces phénoménes correspondent
4 une variation spatiale de l'environnement immédiat de la molé-
cule ADN-histone qui induirait corrélativement une variation

dans la production de 1'ARN-m.

On a également remarqué l'effet inducteur de certai-
nes hormones qui semblent capables d'agir de manidre spécifique
sur une région déterminée du chromosome. L'ecdysone par exemple
induit le gonflement d'une région du chromosome de la larve de

Chironomus en dehors de 1'époque de la métamorphose (Clever et



Karlson, 1960) ; ce phénoméne ne se produit normalement qu'au

moment de la métamorphose.

L'action de l'érytropolétine sur la synthése d'un
ARN rapidement marqué (Krants et Goldwasser, 1965) semble &tre
analogue 3 ce que Jacob et Monod appelent le dé-répresseur chez
les bactéries (Jacob et Monod, 1961). En effet, la présence de
l1'hormone dans le milieu de culture induit une augmentation de
1'ARN rapidement marqué des cellules de la mo&lle ¢sseuses Les
constantes de sédimentation de cet ARN sont du méme ordre que
celles de 1'ARN-m extrait 3 partir des polysomes des mammifdres
(Penman et al., 1963 ; Stachelin et al., 1964). De plus, sa
synthése est sensible & l'actinomycine D, ce qui renforce 1'idée

qu'il s'agit d'une espece A'ARN de type informationel,

1.2. L'ARN-m ET LA TRANSCRIPTION.

L'espéce de 1'ARN & renouvellement rapide mise en
évidence dans les bactéries ainsi que dans les cellules des
organismes multicellulaires, appelé ARN messager, joue le rdle
du récepteur et du transporteur de l'information génétique de

1'ADN vers le lieu de la synthése des protéines spécifiques.

Considérons~le d'abord au niveau du chromosome c.,a,d,
au moment de la toute premiére étape de sa synthdse, avant qu'il
ne quitte le voisinage immédiat de 1'ADN, Tel est en effet le
sujet de notre étude dont les résultats expérimentaux seront

exposés dans la deuxidme partie de ce travail.

Les observations autoradiographiques des chromosomes
préalablement marqués par un précurseur spécifique 4'ARN ou par
un ribonucléoside quelconque au stade pendant leguel il n'y a
pas de synthése appréciable A'ADN, montrent que la synthése de
1'ARN s'effectue d'une maniére active dans différentes bandes du

chromosome (Ficgq et al., 1958 ; Zalokar, 1960 ; Harris, 1965).



Les travaux de Spiegelman et ses collaborateurs
(1961) (Hayashi et al., 1963) effectués sur E. coli infectés par
le phage T2 ou ¢ X 174 ont permis de démontrer 1texistence d'une
molécule complexe contenant & la fois 1'ADN et 1'ARN dont l'union
serait assurée par des liaisons hydrogéne. Il s'egit, donc,
d'une chafne d'ARN associée & une double hélice A'ADN. L'ARN de-
vient & ce moment plus résistant A da RN-gse & une force ionique
@ 1'ordre de 0,3,

La séparation dans le gradient de CsCl des deux
chaines complémentaires identifiables de 1'ADN du phage SP8 a
montré que les ARN-m produits in vivo aprés infection par ce
phage ne s'hybridaient qu'avec une seule de ces deux chaines,
la chaine la plus lovrde et la plus riche en pyrimidine (Marmur
et al,, 1963).

Par contre, 1'ARN synthétisé in vitro en présence de
DNA & deux chafnes, de la RNA polymérase et des guatre ribonu-
cléosides triphosphates, apparait en double chatine (Weiss et
Nakamoto, 1961 3 Geiduschek et al.,, 1961 3 Chamberlin et Berg,
1962). Sur la figure 3 nous représentons le schéma de la synthé-
se de 1'ARN mono et bicaténaire (Butler, 1963).

PFig. 3 Schéma de 1la
synthése de 1'ARN,

La RNA polymérase est
. représentée gous la
forme d'un disque avec
deux ouvertures dans

~lesquelles s'accomodent

les deux chafnes de
ié@ﬂ'ADN "primer"
'\(/\

“A(ptapreés Butler, 1963).
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Ce phénoméne n'est pas encore tout & fait éclairci
et représente un probléme complexe. Il semble cependant qu'il
est possible d'obtenir une transcription asymétirique in vitro
si les configurations natives du modéle (ADN) et de la RNA
polymérase sont préservées (voir : Hayashi et al., 1964 a et b j

Geiduschek et al., 1964 3 Green; 1964 3 Colvill et al., 1965).

En ce qui concerne le sens de la synthése de 1!ARN.m
et de sa lecture ce processus s'effectue de 5' vers 3! (Bremer

et al.,, 1965 3 Thach et al., 1965).

Konrad et Stent (1964) ont étudié un hybride naturel
3 partir du systéme phage T4 - E. coli (ce systéme est semblable
3 celui employé par Spiegelman et al., 1961, voir plus haut).
En se basant sur le fait gqu'un tel hybride ne survit pas 2
l'extraction, ils suggérent que son intégrité résulte de la
présence d'une protéine : la RNA polymérase. Et en effet, en
travaillant in vitro (ADN de T4, RNA polymérase de E. coli et
les quatre ribonucléosides triphosphates), le complexe se disso~

cie en présence de SDS (Bremer et Konrad, 1964).

D'autre part les expériences biochimiques effectuées
sur les organismes multicellulaires indiquent 1l'existence d’'un
complexe ADN-ARN dont la structure contiendrait aussi une proté-

ine (Bonner et al., 1961 ;3 Schulman et Bonner, 1962 ; Méad,1964).,

Mandel et Borkowska (1964) ont décelé la présence
d'hybrides naturels dans les cellules d'un hépatome ascitique.
Un traitement & la RN-ase pancréatique permet de mettre en évi-
dence au moyen de la colonne d'albumine méthylée, deux fractions
contenant chacune simultanément 1fADN et 1'ARN. Toutefois un
traitement préalable par la DN-ase rend ce complexe sensible %

la RN-ase.

Kidson et Kirby (1964) montrent, également & partir

du foie de rat, un complexe semblable résistant & 1l'action de
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la RN-ase, Cette fraction semble &tre légérement plus dense que
celle correspondant au "pic" eontenant la to¥alité de 1'ADN

(centrifugation en gradient de CsCl).

-

Enfin, le complexe isolé & partir de 1l'algue Chlorella
reste stable aussi bien aprés l'action de la RN-ase qu'laprés celle

de 1a DN-ase (Richter et Senger, 1965).

Quoi qu'il en soit, dans le cas des organismes multi.-
cellulaires, Bonner et al. (1961)9 et Schulman et Bonner (1962)
affirment que, dans le complexe, 1'ADN est en double chalne et

1'ARN en chafne simple.

D'aprés Chamberlin et Berg (1964), il n'est théori-
quement pas possible d'imaginer un triplexe stable et la seule
possibilité d'avoir un hybride serait une double hélice rappelant
celle de 1'ADN dans laquelle une chaine serait 1'ARN. En accord
avec cette vue, dans les hybrides obtenus & partir de 1'ADN &
un brin, les proportions des deux acides nucléiques sont égales
(voir Bassel et al., 1964), alors que 1'ADN hélicoTdal ne porte
qu'une quantité trés faible 4A'ARN. Les auteurs sont amenés 3
considérer la possibilité que la RNA polymérase s'attache & une
partie de la molécule A'ADN dans laguelle le couplage des bases
est temporairement relfché (probablement sur un bout de la chafne).
I1 en résulterait donc des régions de la molécule ou la chafne
complémentaire serait remplacée par 1'ARN. Cet hybride local
peut &tre détruit et par conséquent permettre, dans la suite,
la réapparition de 1'ADN original de structure hélicofdale
(Chamberlin et Berg, 1963).

Ces deux auteurs avancent deux hypothéses possibles

au sujet du mécanisme de détachement de 1'ARN de 1l'hybride
1°) La stabilité de 1'hélice de 1'ADN serait supérieure 2
celle de l'hybride ; le brin libre de 1'ADN déplacerait sponta-

nément 1'ARN nouvellement synthétisé en reformant 1'hélice de
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1'ADN.

2°) La stabilité de 1'hélice de 1l'hybride serait supérieure
a4 celle de 1'ADN ; le départ de 1'ARN s'effectuerait par 1l'action
catalytique de l'en~yme au moment de sa migration le long de la
molécule d'ADN,

Mais il semble que les ribosomes soient aussi impli-
qués dans le mécanisme de détachement de 1'ARN-m & partir de
1'ADN, D'aprés Staehelin et al. (1963) la formation des poly-
somes s'effectuerait sur le bout libre de 1'ARN-m naissant. Le
groupe de Nirenberg (Byrne et al., 1964) a fournit les preuves

expérimentales en faveur de cette idée,

Remarguons en outre que 1'ARN synthétisé sur un ADN
natif stimule 1l'incorporation des aminoacides dans un systéme
acellulaire, alors que celui gqui provient d'un ADN dénaturé en
chaine simple ne posséde qu'une activité négligeable, On peut
renaturer ce DNA ou le rendre bicaténaire 3 l'aide de DNA poly-
mérase : dans ces conditions il redevient capable de servir de
modéle a la synthése d'un ARN capable d'activer l'incorporation
d'acides aminés, La taille de 1'ARN synthétisé & partir du
modele dénaturé est plus petite et la molécule est moins homogéne

que celle synthétisée par 1'ADN natif (WOodiet Berg, 1963).

Une certaine hétérogénéité de 1'ARN rapidement mar-
quée a été observée également in vivo, aussi bien dans les bacté-
ries que dans les cellules des organismes multicellulaires.

Ainsi par exemple, chez E, coli, on a observé des constantes de

sédimentation allant de 6S & 30S (Spiegelman, 1961), la majeure

partie des molécules sédimentant dans la région de 15-168.

Le test de stimulation de l'incorporation des amino-
acides dans les protéines dans le systéme acellulaire de Niren-
berg et Ixt'zel (1961) a montré que les fractions provenant

de la région 155 - 165 étaient actives. Les chafnes plus lourdes
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(16S - 30S) sont pratiquement inactives (Grunberg-Manago et Gros,
1964). Pourtant les expériences d'induction de la B - galacto-
gidase pendant la phase diauxique chez E, coli montrent une ‘
synthése préférentielle d'un ARN lourd de 308 (Attardi et al.,
196%). Le poids moléculaire de cet ARN correspond & ce que Kiho
et Rich (voir Grunberg-Manago et Gros, 1964) ont trouvé en étu-

diant les polysomes synthétisant la B -~ galactosidase.

Dans les cellules des mammiféres on & remarqué que
1YARN 45 S rapidement marqué stimule l'incorporation de la
valine (Scherrer et al,, 1963). La composition en base de cet
ARN a été récemment déterminée : elle refléte celle de 1'ADN
(Yoshikawa - Fukada, 1965), L'ARN-m extrait & partir des poly-
somes de cellules de Hela se montre constitué de molécules hété=-
rogénes, la majeure partie ayant une constante de sédimentation
d'environ 10S (Darnell et al., 1963). La composition en base de

cette fraction est également de type ADN,

Les constantes de sédimentation élevées indiquent
le caractére polycistronique de 1'ARN-m. Des preuves directes
en faveur de la théorie "un opéron ~ un messager'" ont été appor-
tées par plusieurs chercheurs, Ainsi par exemple la longueur
de l'opéron histidine estimé correspondrait & un messager de
308, et l'expérience de dérépression de l'opéron histidine per-
met de mettre en évidence l'existence d'un ARN-m de 34S appro-

ximativement (Martin, 1963).

Lt'estimation des poids moléculaire est rendue treés
souvent difficile ou impossible, Les variations de la forme des
molécules (changement de la structure secondaire) pendant 1'ex-
traction et la centrifugation nous aménent 2 considérer avec
une grande réserve les poids moléculaires en fonction des con-

stantes de sédimentation,
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Ainsi dans le cas de 1!'ARN-m des réticulocites de
lapin les constantes de sédimentation peuvent varier d'une
maniére appréciable alors que leur capacité d'incorporer, de fagon
spécifique, un aminoacide déterminé restent inchangées (Brawer-

man et al., 1965).

De plus les poids moléculaires de ces messagers
dépassent largement ceux des ARN-m nécessaires 3 la synthése des
chaines « et B de 1'hémoglobine (Staehelin et al,, 1964). Il
est donc possible qu'il glagisse de variations dans 1'état 4d'a-

grégation, ou simplement de variations de structure secondaire.

Cependant Marbaix et Burny (1964) ont obtenu un ARN-m
provenant des polysomes des réticulocytes dont la constante de
sédimentation (9,25) correspond 3 un poids moléculaire d'environ
160,000, Cette molécule sous la condition qu'elle soit monoca=-
ténaire pourrait coder 160 aminoacides et donner une chatne de

1'hémoglobine.
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1¢3. L'ARN~.m ET LA TRADUCTION,

Actuellement, il est admis que la synthése des pro-
téines se fait dans les sites d'organisation particulidre : les
polyribosomes (ou polysomes) formés d'un ensemble de ribosomes
monoméres, Ceux«di glissent progressivement le long de 1'ARN~m
(Rich et al., 1963), passant &insi d'une manidre continue par
les régions consécutives dont les caractéristiques électroniques
sont différentes (Fig, 2)

\\ e

Growing Polypeptide ‘

Chains \
\/‘ \\ ) \| {mquu RNA

@+ Fig. 4 Schéma du

Gocoming Polysoms fonctionnement des
Ribosome . Cemph::‘ i:olypcplido
{ polysomes.,
) ~ ')
5 , \ 1 — (D'aprés Rich et al.,
| vy SN\ <! 1963) '
{ B . \ “
- B0 +0)
z -/ Relesydd N
| : ‘ Ribafomed] s

Ces caractéristiques, au n;ieau de chaque triplet,
déterminent la nature de l'acide aminé A additionner & la chafne
polypetidique en voie de synthése au moyen de 1'ARN-s (complexe
aminoacyl-ARN~-s). La stabilisation temporaire de 1'anticodon

de 1'ARN-s, s'effectuant par la complémentarité du codon corres-
pondant (Crick, 1953)¢ est probablement rompue par la variation
électronique de l'environnement immédiat survenue a la suite du
déplacement relatif des ribosomes par rapport & 1'ARN-m, Ainsi
l'arrivée de 1l'aminoacyl-ARN~s correspondant au triplet suivant

est assurée,

8i la formation d'un adénylate d'aminoacide (premidre
étape d'activation) est catalysée par un enzyme d'activation qui

n'est pas totalement spécifique vis-i-vis de 1'acide aminé, la
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formation d'aminoacyl-ARN-s semble hautement spécifique (deuxié-
me étape d'activation). Ainsi par exemple 1l'enzyme d'activation
de 1'isoleucine, qui catalyse aussi la synthése de l'adénylate
de valine, ne permet la synthése que de 1l'isoleucyl-ARN-s (Berg
et al., 1961).

Dans une expérience particuliére, Chapeville et ses
collaborateurs (1962) ont démontré que la spécificité de la loca-
lisation des aminoacides au cours de la formation de la chalne

polypetidique est déterminée par 1'ARN-m et les ARN-s,

Il est intéressant de remarquer que le mouvement des
ribisomes par rapport & 1'ARN est approximativement de 800 nucléc-
tides par minute (Staehelin et al.,, 1964). Ainsi une molécule
d'hémoglobine, contenant environ 150 aminoacides, et dont le
megsager a approximativement 450 nucléotides, est synthétisée

en une trentaine de secondes, -

BEn ce qui concerne le r&le des ribosomes dans le
processus de la traduction, nous manguons encore de renseigne-
ments., Toutefois, 11 est difficile d'admettre que l'intervention
de 1'ARN-m et de 1'ARN-s entre deux triplets complémentaires peut

suffire & former un complexe stable,

Les travaux de Lipsett et al. (1960) ont montré
(entre autres) que la tempdrature de dissociation du complexe
entre l'acide polyuridylique et le tri~adénylate est en dessous
de la température physiologique (30° C). Dans le cas de 1'ARN-s
et de 1'ARN-m l'appariement des triplets complémentaires est
encore affaibli par les bases voisines non complémentaires. Or,
on a remarqué que les ribosomes peuvent fixer les ARN=-s et par
conséquent participer & la formation de ces complexes. Par suite
de la faible stabilité de tels complexes (Cannon et al., 1963),
seul 1'ARN~s complémentaire serait électroniquement plus privi-

1égié dans le sens de la stabilisation temporaire.
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En outre, il a été démontré que les ribosomes isolés
4 partir d'une souche bactérienne sensible & la streptomycine,
incubés en présence de cet antibiotique et du poly U stimulent
davantage l'incorporation de l'isoleucine que celle de la phényl-
alanine. Au contraire, les ribosomes de la souche résistante 2
la streptomycine ne montrent pas cette anomalie (Davis et al,,

1964 )4

Dans le cas de E. coli, Herzog et Bollen (1965) sug-
gérent que la spécificité de la traductinn pourrait &tre altérée
par suite d'une modification de la structure des ribosomes due

.

4 une mutation,

Depuis que Nirenberg et Matthaei (1961) ont démontré
qu'un systéme préparé i partir 4'E. coli et composé de ribosomés,
d'enzymes d'activation de 1'ARN-s d'une source d'énergie et de
ltacide polyuridilique, synthétise un polypeptide composé d'un
seul acide aminé (la phénylalanine), la possibilité d'envisager
expérimentalement la lecture du code a été offerte. Précisément
dans un systéme acellulaire, les polyméres synthétiques suivant
leurs compositions stimulent 1l'incorporation d'un acide aminé

déterminé.

Conformément & la théorie généralement admise de
Crick (1963), l'unité de codage ("codon") correspondant & un
aminoacide est composée de trois nucléotides. Ainsi par exemple
le triplet codant la phénylalanine est UUU. Les triplets cor-
respondant aux autres aminoacides sont estimés en déterminant
le rapport entre la stimulation de ltacide aminé examiné et
celui de la phénylalanine. Ce rapport est ensuite comparé au
rapport des quantités de triplet UUU et des autres triplets

possibles,

Le code est probablement dégénéré, puisqu'un acide

aminé est incorporé par plusieurs triplets ; la spécificité est
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déplacée en ce sens qu'd un acide aminé correspondent plusieurs
ARN-s spécifiques et chacun requérant la présence de différents

copolyméres (Weisblum et al., 1962).

Nirenberg et al. (1965) dans un travail récent remar-
quent que souvent 2 bases d'un trinucléotide et une base dans un
trinucléotide adjacent peuvent suffir pour la synthése protéique.,
La reconnaissance du triplet par un ARN-s correspondant & plusi-
eurs acides aminés suggbre aussl une reconnaissance partielle

du codomn.

I1 nous faut cependant noter que 1l'étude des codons
est rendue parfois difficile également & cause de certains face
teurs caractérisant les systémes in vitro : par exemple la
structure secondaire des polyméres influe considérablement le
degré d'activité du "primer" (Nirenberg et Matthaei, 1961 ;
Singer et al., 1963).

I1 est logigque de se demander dans quel sens se fait
.a lecture du messager. Le blocage de la synthése des protéines
en présence des codons "non-sense" (Sarabhai, 1964), indique que
la leciure s'effectue dans une direction déterminée, <Crick et al.
(1361) pensce que les triplets sont lus 2 partir d'un point défini
dens la région de 1l'opérateur. I1 semble que celui-ci ne soit
pas tradnit et il n'est pas exclu que la traduction du messager
par les ribosomes comzence a partir du segment promoteur, celdi-
cl se trouvant entre l'opérateur et le premier cistron (Jacob
et Monod, 1964).
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144, SYNTHI™™ DE LYARN DANS LES CELLULES DE MAMMIFERES,

L'étude par les précurseurs radioactifs de la syn-
thése de 1'ARN dans les cellules de mammiféres a révélé que la
synthése initiale de celui-ci, comme dans toutes les cellules
d'ailleurs, a lieu dans le noyau. &En effet la radiocactivité
apparait en premier lieu dans 1'ARN nucléaire, puis seulement
dans 1'ARN cytoplasmique (Perry, 1960 ; Zalokar, 1960 ; Perry
et al., 1961 ; Srinivasan et al,, 1963).

L'interprétation générale serait donc que 1'ARN
cytoplasmique dérive du noyau. Le retard de marquage des ARN
cytoplasmiques dans le cas des cellules Hela est de quelques
minutes (Perry et al., 1961). En général la longueur de ce re-

tard varie proportionnellement & la durée de la duplication

cellulaire (Prescott, 1964).

Les études d'irradiation localisée, combinées avec
les mesures quantitatives de l'incorporation de précurseurs radio-
actifs, montrent qu'il existe deux systémes de synthése de 1'ARN :
la synthése nucléolaire, donnant environ 2/3 de 1'ARN cytoplas-
mique, et la synthése extranucléolaire, intervenant pour le tiers

restant (Perry, 1960).

Un marquage par un précurseur radioactif de 1'ARN,
pendant un temps court, insuffisant pour avoir une radioactivité
notable dans le cytoplasme, permet de voir la synthése rapide
des ARN lourds dont les vitesses de sédimentation se situent aux
environs de 45S et de 35S (fcherrer et Darnell, 1962 ; Rake et
Graham, 1964). D'aprés Perry (1964), le site de la synthige
de ces ARN lourds serait exclusivement le nuciléole. L'étude ci-
nétique de ces deux constituants {Scherrer et Darnell, 1962)
montre que 1TARN 455 est synthétisé plus rapidement que 1'ARN 35S

et qu'il est métaboliquement moins stable. Scherrer et al.(1963)
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ont pu préciser le sort du 455 : la radioactivité de cet ARN,
en présence d'actinomycine; apparailt progressivement au sein
des constituants 355 et 183 pour finalement se trouver dans

les "pics! des ARN ribosomiques (285 et 183). Environ le tiers
des produits radibactifs formés au cours de ces opérations de=-
vient acido-soluble, La nature de cette fraction n'est pas con-

nue,

11 est donc raisonnable de penser que 1'ARN 455 re-
présente le premier produit des genes (voir aussi Perry, 1964).
Sa structure complexe contiendrait plusieurs cistrons responsa-
bles de la formation de 1'ARN-r (Scherrer et al., 1963).
Dans le nucléole méme, le 458 donnerait deux molécules : 355 et
18S dont la séquence des bases serait préservée (Perry et al.,
1964). Leur association avec les protéines extranucléolaires
fournirait respectivement les fractions 608 et 408 dont l'union

dans le cytoplasme, constituerait les ribosomes 765 (Perry, 1964)

-

Comme nous l'avons signalé si 1l'on extrait 1'ARN 3
partir de polysomes cytoplasmiques des cellules, préalablement
marquées au 52P pendant un temps relativement court, on obtient
un ARN marqué agsez hétérogéne, se situant aux environs de 108
(Darnell et al., 1963).

On pourrait donc supposer gue 1'ARN 455 sert de
précurseur aux ARN-r (285 et 18S) alors que 1'ARN 10S représente

un ARN engagé dans les polysomes comme messager.

Mais la présence de 1'ARN 455 dans l'extrait cyto-
plasmique montré récemment par Girard et al. (1965) et Henshaw
et al. (1965) introduit une certaine incertitude & 1'égard de
cette conception, & moins qu'il s'agisse d'une perte de cet ARN
pendant l'isolement du cytoplasme., TI1 est toutefois surprenant
de constater que c'est 1'ARN 18S qui se marque d'abord bien que

les deux ARN-r métaboliquement stables (185 et 28S) existent
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en quantités équimoléculaires.

Girard et al. (1965) pensent que l'on pourrait ad-
mettre un décalage dans la synthdse des deux espéces d'ARN,
tandis que Perry (1964) trouve que la richesse du "pool" nuclé-
aire en particules 608 conditionnerait un retard de l'apparition
de la radioactivité dans 1'ARN 285 par apport & 1'ARN 183, TUne
certaine différence entre ces deux espéces d'ARN-r a été égale=
ment décelée dans le cas des bactéries par les tests d'hybrida-
tion qui indiquent qu'ils proviennent de "loci" génétiques dif-

férents (Yankofsky et Spiegelman, 1962).

En ce qui concerne la composition en base des ARN
358, 188 et 2835 les tests ont montré qu'il slagit de molécules
du type ARN-r (Scherrer et al,, 1963), alors que les ARN 10S
(Scherrer et al., 1963) et 458 (Yoshikawa~Fukada et al., 1965)

seraient complémentaires de 1'ADN.

Remarquons que la capacité de stimulation des amino-

acides in vitro semble &tre 1l'apanage du 45S (Scherrer et al.,

1963).

D'apres sa composition et son instabilité métaboli-
gue, le constituant 455 est considéré par Yoshikawa-Fukada et
al.,(1965), et & titre d'hypoyhdse de travail, comme un ARN
messager, Ces auteurs postulent gqu'il est raisonnable de croire
qu'il ne s'agit pas d'un agrégat quelconque A4'ARN rapidement
marqué, mais bien d'un ARN-m polycistronique. Il est intéressant
de remarquer que le constituant 458 puisse gservir & la fois

comme précursecur des ARWN-r et avoir les propriétés de 1'ARN-m,

Le travail récent de Henshaw et al, (1965), bagé sur
les propriétés de sédimentation et de stimulation de 1'incorpo-
ration des aminoacides, suggére que 1'ARN 45S serait une molécule

mixte contenant & la fols 1'ARN-r et 1'ARN~-m. De plus, suivant

le mode d'extraction, ce constituant peut apparaltre sous la
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forme de 18S ou méme se dégrader et apparaltre sous une forme
hétérogéne d'environ 10S. Les auteurs pensent que ce résultat
traduit 1'élimination de différents inhibiteurs solubles au cours
de 1'extraction, On voit donc que 1'ARN 45S pourrait &tre con-
stitué de deux ou plusieurs subunités ayant différentes propriétés
biochimiques et physicochimiques. Une de ces subunités, par exem-
ple, pourrait aveir une synthése plus rapide et une composition

en bases semblable & celle de 1'ADN comme le prouvent Yoshikawa.-
Fukada et al, (1965).

Dans ce cas 1l'étude de la cinétique de formation des
ARN-r métaboliquement stables est rendue difficile par la radio-
activité du constituant 453 qui peut, dans certaines circonstances
sédimenter sous la forme de 183, comme nous venons de le voir,
et brouiller ainsi la radioactivité du composant 183 métaboli-

quement stable.

Toutefois la capacité de 1'ARN 45S d'apparaitre égale-
ment sous une forme hétérogéne dans la région 10S pourrait peut-
8tre indiquer que 1'ARN-m extrait des polysomes des cellules de
Hela dérive du constituant 458. Il n'est donc pas exclu que ce
constituant lourd, rapidement marqué, décroché de 1'ADN par les
ribosomes et transféré sur le lieu de la synthése des protéines
(Byrne et al., 1964), se soit dégradé au cours de 1l'extraction
en l'absence des inhibiteurs solubles éliminés au cours de

l1'isolement des polysomes.

Par contre, la conception de Harris (1964 a et b)
différe assez bien de celle que nous venons d'exposer. En effet
cet auteur pense que seule une petite quantité de 1'ARN macromo-
léculaire rapidement marquée reste inchangée depuis son détache-
ment de 1'ADN et sert & la synthése des protéines. Le reste est
presqu'entiérement dégradé et cela déja dans le noyau et les

fragments réincorporés dans les ARN-r. La quantité de 1'ARN-m
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est trés faible et c'est grlce & sa stabilité que la synthése
des protéines s'effectue normalement. D'autres auteurs plaident
également en faveur d'un ARN-m stable (Brachet et al., 1955 ;
Hammerling et al., 1959).

Comme nous venons de le voir, le transfert de 1'ARN
du noyau vers le cytoplasme est probablemasnt trés complexe. Il
nous est difficile sinon impossible pour le moment de faire une
conclusion valable. Nous nous permettons toutefois de résumer
la synthése des ARN nucléaires et leur transfert dans le cyto-
plasme par le schéme de Noll H. (1965) (Fig. 5)

NUCLEVLS
Fig. 5 Synthése des
ARN nucléaires et leur
transfert dans le
NUCLEOLUS
cytoplasme -
(D'apres Noll H.,
1965)

CYTOPLASM ERGOSOME OR f/ ¢

 POLYSOME g -
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1.5. SYNTHSE IN VITRO DE L!'ARN DANS LES NOYAUX ISOLES.

1.5.1. MECANISME DE SYNTHESE.

La synthése in vitro de 1'ARN dirigée par 1'ADN et
en présence des quatre ribunucléosides triphosphates est cata-
lysée par 1'ARN~polymérase. Cette réaction peut &tre représentée

sommairement de la maniére suivante

n, ATP AMPn,
+ DNA f
++
n2 GTP Mn ou Mg GMPn2
+ . + (n1+n2+n3+n4) PP,
n., UTP o e e e e m o a mo UMPn
3, l 3
CTP CMPn
n4 L

L!ARN polymérase semble se trouver dans le noyau
(Weiss, 1960) et plus précisément associée avec les chromosomes
(Huang et Bonner, 1962). Dans les gradients de saccharose, cet
enzyme sédimente avec 1'ADN (Hurwitz et August, 1963). Il en
résulte que, in vivo, l'enzyme pourrait &tre associé de manieére

spécifique & 1'ADN.

Toutefois, le maximum d'activité enzymatique n'lest
obtenu que si au "primer" ADN et aux gquatre ribunucléosides tri-
rhosphates on additionne un métal bivalent (Mg++ par exemple)
et un réducteur porteur du groupe SH (Mercaptoethanol par exem-
ple) (Furth et al. 1962). Il n'est donc pas surprenant de cons-
tater que de nombreux auteurs aient obtenu une synthése d!'ARN
dans les noyaux in vitro en présence des quatre ribonucléoside

triphosphates (Magee et Burrous 1961 ; Weiss, 1962),

Récemment Allfrey et Mirsky ont montré qu'il est

possible d'obtenir in vitro une synthése A'ARN par les noyauX
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de cellules de thymus m8@me si 1l'on met les quatre ribonucléosi=
des triphosphates, l'incubation étant effectuée dans un milieu
saccharose-glucose-sels minéraux (Frenster et al., 1960 ; Mager
et Burrous, 1961 ; Sibatani et al., 1962 ; Allfrey et Mirsky,
1962 3 voir Harris et al., 1963).

La capacité des noyaux 3 synthétiser 1'ARN in vitro
dans de telles conditions se comprend mieux lorsqu'on sait éga-
lement qu'ils sont capables de synthdtiser 1'ATP (Allfrey et
Mirsky, 1957 ; Betel et Klewem, 1964) et d'incorporer les amino-
acides (Ficq et Errera, 1956 et 1958 ; Allfrey et Mirsky, 1957).
I1 a été prouvé, chose importante, que ce type de synthése de
1'ARN est "dépendante" de 1'ADN et de la synthése dA'ATP (Allfrey
et Mirsky, 1962). Dfailleurs en 1954, Baltus a démontré d'une
maniere directe la présence des deux enzymes du métabolisme
nucléotidique dans le nucléole s la nucléoside phosphorylase et
l'enzyme de synthése de la cozymase. Il semble donc gue le noyau
soit le siége de phosphorylations oxydatives; par conséguent la
capacité des noyaux 3 synthétiser 1'ARN est acquise sans 1'inter-
vention nécessaire du cytoplasme, Malheureusement, un certain
danger de contamination par les substances ou particules d'ori-

gine cytoplasmique n'est pas tout & fait écartd,

1.5.2. PROCEDES D!ISOLEMENT DES NOYAUX METABOLIQUEMENT
ACTIFS

Le r8le du noyau dans la cellule vivante représente
un trés important sujet df'étude. Les méthodes biochimiques ont
conduit les chercheurs & envisager l'isolement du noyau et &

examiner son activité métaboligque en absence du cytoplasme.

Les techniques d'isolement des noyaux sont nombreuses,
Dans les milieux d'isolement les facteurs déterminant 1l'aspect

et la fonction des noyaux sont la force ionique, le pH et 1la
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pression osmotique, alors gque dans les solutiens non aqueuses
ce sont la composition et la densité du mélange binaire des

solvants.

Les méthodes d!'isolement dans les solutions non
aqueuses ne donnent pas de préparations suffisamment purifiées
et dans la plupart des cas les noyaux aingi obtenus ne sont pas
métaboliquement actifs (voir Allfrey et al., 1952 et Allfrey,

1959).

Par contre certaines méthodes dl'isolement dans les
solutions aqueuses donnent des résultats plus satisfaisants.

Nous exposerons rapidement quelques méthodes principales.

La technique d'isolement dans de l'acide citrique
1 % (Mirsky et Pollister, 1946) permet d'obtenir des noyaux d'une

pureté trés élevée. Cependant le pH bas provoque un endommage-

ment sérieux de la fonction enzymatique et de l'organisation des
noysux, En plus une partie importante des protéines est perdue
au cours de 1l'isolement (voir Allfrey et al., 1952 3 Smellie et
al., 1955 ; Defert-Kobus et al., 1966).

L!'isolemert dans les solutions saccharosées donne

les homogénats pouvant contenir un pourcentage faible de noyaux
contaminés ou de cellules intactes. Une méthode qui s'est montrée
satisfaisante surtout pour 1l'obtention de noyaux métaboliquement
actifs et qui est utilisée depuis une dizaine d'années pour les
cellules de thymus de veau, est celle d'Allfrey et al. (1957).

Ces auteurs utilisent du Saccharose 0,25 M (solution isotonique)
et du CaCl
du gel.

> 0,003 M, ce dernier afin de prévenir la formation

Cependant les essais effectués par Srinivasan et al.
(1962) sur des noyaux extraits en milieu isotonique (saccharnse-
CaCl2) suggerent qu'au cours de l'isolement, on perd enviren 20 %

~

de la radiocactivité atiribuée & 1'ARN nucléaire rapidement marqué.,
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De plus il semble gque la pureté des noyaux extraits selon Allfrey
et al, (1957) (méme milieu), n'est pas aussi bonne qu'on pourrait

le souhaiter.

Les milieux & concentration plus élevée en saccharose
(solutions hypertoniques) (Chauveau et al., 1956) permettent
dtobtenir des noyaux trés purs, mais ceux-ci ne sont pas capables
d'incorporer les acides aminés dans les protéines ni les précur-
seurs pyrimidiques dans les ARN (Allfrey et Mirsky, 1957 ; Zalta
et al.,, 1962),

Lt'isolement de noyaux & l'aide de détergents dans
les solutions hypotoniques fournit d'excellents résultats en ce
qui concerne la pureté des préparations. Ces préparations sem-
blent 8tre capables dlactivité métabolique. Ainsi par exemple
les noyaux de cellules d'ascite, provenant d'hépatome de Zadjela
extraits au Nonyl-phénol-polyoxyéthyléne, conservent leur capa-
cité d'incorporer des acides aminés et semblent synthétiser un
ARN infectieux d'un virus & acide ribonucléique (Zalta et al.,

1962).

Le détergent Tween 80 (Polyoxyéthyléne sorbitane mono-
oléate) a également été utilisé dans le cas de cellules de Hela
par Fisher et Harris (1962). Les noyaux, ainsi obtenus, présen-
tent une trés grande pureté et sont exempts de contamination
cytoplasmique, & raison de 95 & 98 % (observations personnelles
au microscope optique). De plus le contrble, effectué au micro-
scope électronique, montrent que ces noyauxXx ne portent pas de
traces de contaminations cytoplasmiques (Fisher et Harris, 1962)3
Un avantage de cette méthode, par rapport & celle d'Allfrey et
al.,(1957) est qutainsi il ne subsiste aucune cellule intacte et
gue l'on ne remarque aucune perte en ARN rapidement marqué
(Harris, 1963). La méthode au Tween 80 représente donc un bon

moyen d'isolement des noyaux et semble &tre suffisamment étudiée.
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Il était donc intéressant de vérifier si les noyaux

extraits au Tween 80 conservent leur activité métabolique.
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Le processus de la synthése des ARN nucléaires et de leur
cheminement vers le cytoplasme demeure mal connu, comme nous
ltavons vu. A cet effet nous avons entrepris un +ravail dans
1c wut de rechercher les simplifications du systéme., L'idée de
départ a été dtétudier la synthése de 1'ARN in vitro dans des

noyaux isclés.

Les avantages et les possibilités d'un tel systéme étaient les

suivants :

a) Liétude de la synthése initiale des ARN nucléaires
et les modificatiuns éventuelles gque ceux-~ci subissent au

sein du noyau en absencc des éléments cytoplasmiques.

b) La réduction du "pool" des précurseurs de 1'ARN
lors de 1lt'extraction des noyaux, et, par conséquent,

l'incorporation plus rapide des précurseurs exogénes.,

¢) De plus, ce systéme devait peut-8tre permettre
L"étude dn détechmen’t d2 L'ARN de son modé&le dYADN ou

peut-&tre des relationc entre les divers ARN du noyau.
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2. TRAVAUX PERSONDNELS,

Les buts de ce travail sont les suivants :

1° - déterminer dans quelle mesure des noyaux de
cellules de Hela sont capables de synthétiser
de 1'ARN in vitro et préciser les facteurs

d'incorporation optimale des précurseurs ;3

2° - étudier 1'état et les propriétés physiques
et biochimiques de cet ARN, par les méthodes
de fractionnement chromatographique et

d'ultracentrifugation.
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2.17. ETUDE PRELIMINAIRE, PAR DOSAGES BIOCHIMIQUES, DE L!'INCOR-

PORATION IN VITRO DE PRECURSEURS RADIQACTIFS DE L'ARN

DANS LES NOYAUX ISOLES.

2.1.1. MATERIEL ET METHODES

A, Les cellules de Hela qui nous ont servi de matériel ont

été cultivées & 37°C, en couches monocellulaires, dans

des boiltes de Roux contenant 80 ml du milieu suivant :

NaCl 8 gr/l

KC1 0,4 gr/1
MgSO4x7 H,0 0,2 gr/1
Na,HPO, > 12 Hy0 0, 1512 gr/1
KH2P04 0,06 gr/1
Rouge phénol 0,02 gr/1
Hydrolysat de lactalbumine 5 gr/1
Extrait de levure 0,5 gr/1
Glucose 2 gr/1
NaHCO, 2 gr/l
Cacl, 0,14 gr/1
Pénicilline 10° unités/1
Streptomycine 0,1 gr/l

Sérum de veau 0,1 1/1
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Nous avons utilisé des eultures agées de 48 heures
afin d'avoir un nombre suffisant de cellules en phase
exponentielle., TUne bofte de Roux, dans ces conditions,

contient en moyenne 107 cellules,

Le détachement des cellules est effectué par agita-
tion dans une solution de NaCl 0,14 M en présence de
billes de verre de 2 mm de diamdtre.

Le sédiment cellulaire obtenu par une centrifugation

de 5 min & 1000 tm est ensuite lavé une fois dans la

mé&me solution,

BExtraction des noyaux d'aprés la technique d'Allfrey .
et alo (1957);

Le sédiment contenant 5 . 1O7vcellu1es est dispersé dans

10 ml de saccharose 0,25 M, 0,003 M en CaCl, et homogé-

2
néisé pendant 5 minutes & 4°C dans un appareil du type
Potter-Elvejhem & 3500 tm,

Extraction des noyaux d'aprés la technique de PFPisher

et Harris (1962).

Le sédiment contenant 108 ) 4.108 cellules est dispersé
dans 30 & 80 ml d'une solution aqueuse de Tween 80 &
0,1 % (v/v) et est mélangé, & 4°C pendant 30 minutes,
34 1'aide d'une hélice en plastique & pales non coup@ntes

tournant 3 4.200 tm.

Au cours de notre travail, cette méthede a été
améliorée, Nous basant sur les résultats de Holland
(1962) qui utilise une solution de B-mercapteéthanol
pour igsoler les noyaux des cellules Hela, il était
tentant de voir si l'usage de Tween 80 (0,1 %) et de
B-mercaptoéthanol (2.107°M) était susceptible de
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raccourcir la durée de l'opération, En effet, un
trailement de 5 & 7 minutes dans ces conditions permet
d!'rbtenir des noyaux dont la pureté vérifiée au micro-

scope optique, est comparable & celle des "noyaux Tween"

(durée d'isolement : 30 min. environ (Fisher et Harris,

1962) ).

Incubation des noyvaux.

Apres la centrifugation de l'homogénat & 1.500 tm pendant

-

5 minutes & 4°C, le sédiment est dispersé dans le milieu

d'Allfrey et Mirsky (1962) dont la composition est la

suivante
Tampon phosphate de potassium 0,0125 M,pH 6,75
Saccharose 0,156 M
Glucose 0,02 M
NaCl 0,0137 M
Mg012 0,005 M
CaCl2 0,0015 M

et en présence du précurseur marqué (Cytidine-BH,
Uridine~3H ou 140).

Le milieu enrichi contient en plus les substances

suivantes
ATP 1 uM/ml
GTP 0,125 uM/ml
CTP 0,125 UM/ml
Cystéine 10 uM/m1
Phosphoénolpyruvate-kinase 10 pg/ml
Phosphoénol~pyruvate 5 uM/ml
Uridine- H 10 uC/ml

(5. 1072 uM/m1 )
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Les quantités de précurseur utilisées ainsi que la durée
d'incubation seront indiquées pour chaque expérience.

A la fin de 1'incubation, la suspension nucléaire est
additionnée d'un volume égal d'une solution de PCA 10%
contenant 100¢xg/ml de précurseur non marqué, Aprés

un séjour de 15 minutes & 0°C le matériel est centrifugé
2 3.500 tm perdant 5 minutes et lavé 2 fois au PCA 5%

a4 47C.

E. Dosage des acides nucléiques.

Le matériel précipité et lavé au PCA 5% (conc. fin.) est
lavé d'abord & 1l'alcool-éther, (3/1), puis & l'acool-
éther & 50°C pendant 10 minutes, et finalement & l'éther
pur. L'ARN est extrait dans du PCA 10% pendant 18 heures
3 4°C (0Ogur et Rosen, 1950), Le dosage est effectué par
la méthode de Miller et al, (1950) modifide : & un
volume de la solution inconnue, on ajoute un volume égal
d'une solution d'orcinol (10 mg d'orcinol par ml d'HC1
concentré contenant 4 u g d'alun ferrique par ml)., Le
mélange est chauffé pendant 30 minutes 3 100°C puis
refroidi. Un volume égal d'alcool 94° est ajouté pour
stabiliser la coloration, et on 1it la densité optique

3 690 mu. Du RNA de levure est utilisé comme standard,

Du précipité, on extrait ensuite le DNA dans du
PCA 5% pendant 20 minutes & 70°C. Le dosage est effectué
par la méthode décrite par Burton (1956),

Les solutions standard sont préparées i partir

d'ADN de sperme de saumon,



F. Le comptage de la radiocactivité se fait & 1l'aide d'une

gsolution scintillante dont voici la composition :

400 ml de Toluéne
400 ml de Dioxane
240 ml dtalcool éthylique absolu
52 gr de Naphtaléne
5,2 gr de PPO
0,1 gr de Diméthyl POPOP

Nous mélangeons 0,2 ml d'extrait radioactif avec 10 ml
de la solution scintillante., Le compteur que nous uti=-

lisons est du type "Nuclear Chicago model 725".
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2.1.2., INCORPORATION DE CYTIDINE-BH DANS LES NOYAUX ISOLES.

8i la méthode d'extraction des noyaux au Tween 80
convient trés bien semble-t-il pour les cellules prémarquées
(Fisher et Harris, 1962), nous ne savions pas si de tels noyaux
seraient encore capables d'incorporer des précurseurs des ARN
in vitro. A cet effet, nous avons comparé les noyaux extraits
au saccharose-03012 (Allfrey et al., 1957) et ceux extraits au
Tween 80.

Le sédiment contenant environ 5 . 107 cellules est
dispersé dans 10 ml de saccharose 0,25 M, 0,003 M en CaClz,
Les noyaux sont extraits suivant la méthode d'Allfrey et al,
(1957) (voir le chapitre 2.1.1.).

Un autre sédiment contenant environ 2,5 . 107
cellules est dispersé dans 30 ml d'une solution aqueuse de Tween
80 & 0,1% (v/v). Les noyaux sont extraits suivant la méthode
de Fisher et Harris (1962) (voir le chapitre 2.1.71.). Les noyaux
ainsi obtenus sont incubés sgéparément dans le milieu d'Allfrey
et Mirsky (1962) (voir le chapitre 2.1.1.) en présence de 10
pC/ml de Cytidine-BH (2,02 C/mM). La concentration des noyaux
est de l'ordre de 5. 10" /ml dans les deux cas. La durée de

i'incubation est de 30 minutes.

Les dosages biochimiques que nous avons effectués
suggérent une incorporation plus élevée dans les noyaux "Tween"

que dans les noyaux "saccharose" (voir tableau ci-dessous).

ARNug ADNug CPM CPM/ugARN  CPM/ugADN ARN/ADN

Saccharose 120 684 1350 11,2 1,97 0,176
114 650 1250 11,0 1,92 0,176
Tween 50 400 1240 21,5 3,10 0,145

62 395 1310 21,3 3432 0,157



Ceci pourrait s'expliquer du fait que certains enzymes
respiratoires sont stimulés en présence de Tween 80 (Nakazawa,
1962). Les rapports ARN/ADN montrent, d'autre part, que les

noyaux "Tween" sont plus propres que les noyaux '"Saccharose',

Observations microscopiques : Les observations

microscopiques montrent 1l'absence totale de cellules entiéres
les contaminations cytoplasmiques sont inférieures a 5 %.

La figure 6 montre l'aspect de noyaux extraits au Tween 80,

Fig. 6 Noyaux isoclés

au Tween 80,
Coloration a
1'aide du violet
de gentiane

acétique)

)
A

Les noyaux isclés dans la solution saccharosée
présentent une contamination plus élevée (10 & 15 % de noyaux

contaminés et de cellules entidres).

I1 est a noter ici que 1'8ge des cellules joue un
rBle important dans le cas des noyaux '"Tween", Fn effet les ccl-
lules parvenues en fin de période exponentielle peuvent contri-

buer & une sérieuse contamination cytoplasmique.
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CONCLUSIUN

Compte tenu de la capacité d'incorporation de la
Cytidine-BH et de la pureté des noyaux, nous avons adopté la

méthode d'isolement des noyaux au Tween 80,
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2.1.3., COMPARAISON DE LTACTIVITE IN VITRO DES NOYAUX
ISOLES AVEC CELLE DES CELLULES ENTIERES,

Afin de vérifier le temps maximum de fonctionnement
du systéme, nous avons effectué une cindétique de l'incrrporation
de 1la Cytidine—BH dans les conditions que nous avons décrites
(chapitre 2.1.1.). En méme temps et dans les mémes ccenditions
nous avons incubé des cellules intactes. Les crurbes des deux
cinétiques, représentées figure 7, montrent une certaine simili~

tude Jjusqu'd 30 minutes environ.

. Fig. 7 lLa cinétique

409 CPMfg ADN
de l'incorporation de
la Cytidine-BH.
30 / (Noyaux o o 0 0 3
Cellules intactes
. e & ¢ O )o
o Ce graphipgue représente
la relation, au cours
o ) du temps, entre la radio-
10 4 K
% activité (nombre de coupz
ﬂf par minute) de 1'ARN
¢ ) ' et la teneur en ADN (Kg).
0 o ® 90 TEMPS -
| B
L @.\S\

LiLLE

L'incorporation de Cytidine radioactive s'arréte

aprés une trentaine de minutes dans le cas des noyaux.
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LYincorporation d!'Uridine Su (10 C/ml ; 2,1 C/mM)
montre que la radiocactivité atteint un maximum entre 10 et 30

minutes (Fig. 8).

FPig. 8 La cinétique de

30~ "

f CP¥/pg DN l'incorperation de

5 ' 1‘Uridine—3H dans les
20: noyaux,

2.1.4. CORRECTION DE LA RADIOCACTIVITE “DE FOND",

Dans de nombreuses expériences, nous avons remargué
une radiocactivité au temps O anormalement élevée, comme on peut
d'ailleurs le voir sur les figures 7 et 8. Cette radiocactivité

peut atteindre 30 & 50 % de la valeur maximale de 1'incorporation.

Le méme phénoméne a été signalé par Magee et Burrous (1961).

Essais avec 1l'échantillon au temps 0 : Si 1'on

ajoute un volume de PCA & 10%, contenant les quantités habituel-
les du précurseur marqué et non marqué, au méme volume d'une

suspension de noyaux exempte du précurseur marqué, on décéle



41,

encore une radiocactivité atteignant 15 & 30% de celle ecrrespon-
dant au maximum de l'incorporation. Ceci suggeére une adsorption

importante du précurseur dont il est difficile de se débarrasser.,

Dorénavant, nous tiendrons compte de la radiocactivité
du temps O lors de l'estimation des radiocactivités relatives aux

différents temps d'incorporation,

2.1.5. TENTATIVES D'AMELIORATION DE L!'INCORPORATICN DES
NUCLEOSIDES MARQUES.

A, Milieu enrichi

Si 1l'on considére les figures 2 et 3 et si 1'on tient
compte de l'adsorption du précurseur, il en résulte que
1'incorporation ne peut pas 8Btre considérée comme suffi-
sante 81 1'on a l'intention dt'entreprendre une étude du

fractionnement des ARN,

-

Nous avons cherché & activer l'incorporation par
1'addition au milieu d'incubation de substances organi-
ques (milieu enriohi) (En collaboration avec M, Lefebvre
dans le cadre de son travail de fin d'études). A ce
sujet nous nous sommes inspirés des travaux de Weiss
(1960 et 1962), Furth et al, (1962), Burdon et Smellie
(1962) et Ro (1964). (La composition du milieu enrichi

est décrite dans le chapitre 2.1.1.).

Plusieurs cinétiques effectuées méme avec des quan-~
tités plus élevées du précurseur radiocactif (50 uC/ml)
ne nous ont pas permis de mettre en évidence la moindre

activité stimulatrice d'un tel systéme.
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B, Conditions de pH,

.Dés essaig en vue de déterminer le pH optimum dans
le milieu simple (saccharose-glucose~sels minéraux) ont
montré que, 3 pH élevé (de 7,45 & 8,05, en tampon Tris)
l'incorporation est de 2 & 3 fois plus faible qu'aux pH
plus bas (de 6 & 7,45 en tampon phosphate de potassium).

Nous avons donc continué nos essais au pH original, soit

6,75,

P
C. Concentration optimale de la suspension.

Enfin nous avons examiné gquelles sont les concentra-
tions en noyaux pour lesquelles l'incorporation est
maximale. Le plateau de radioactivité est atteint pour
des concentrations comprises entre 1,5 . 107 noyaux/ml
et 2,7 107 noyaux/ml.

2.1.6, CARACTERISATION DE LA SYNTHESE DES ARN DEPENDANTE
DE L'ADH,

Afin de déceler dans quelle mesure 1'incorporation
des précurseurs des ARN est dépendante de 1'ADN, nous avons pré-
incubé les noyaux en présence d'Actinomycine D (5 ug/ml) et de
DN~ase (2 mgr/ml) pendant 10 minutes, en l'absence de précurseur
marqué, Puis les noyaux ont été transférés dans le milieu
contenant le précurseur marqué et 1l'incubation s'est poursuivie
pendant 20 minutes encore., Une diminution de la radicactivité
d'environ 50% dans le cas de 1'échantillon traité & la DN-ase
a été enrégistrée, La radioactivité des noyaux traités 2

l1'Actinomycine n'a été réduite que de 20%,
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2.1.7. REDUCTION DE LA DUREE D!ISOLEMENT DES NOYAUX.

A la fin de cette période de travail, l'extraction
des noyaux a été améliorée. L'introduction du B-mercaptoéthanol
(2.. 1073 M), (voir Holland, 1962) dans la solution aqueuse de
Tween 80 nous a permis de raccourcir considérablement le temps

d'isclement des noyaux (5 & 7 minutes).

La pureté des noyaux, contrdlée au microscope optique,

-

est comparable & celle des noyaux isolés par la méthode de
Fisher et Harris (1962).
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2.1.8. CONCLUSIONS DE NOTRE ETUDE PRELIMINAIRE.

Les remarques que nous venons de faire au sujet de
l'incubation in vitro des noyaux de cellules Hela, sont le résul-

tat d‘une étude préliminaire,

Nous en retiendrons les points suivants

a. L'isolement des noyaux dans le Tween 80 semble
8tre satisfaisant du point de vue de la pureté des préparations

ainsi que de leur activité métabolique.

b. Les tests de marquage montrent que l'accroissement
de la radiocactivité dans liextrait 4'ARN s'arré@te crmplétement

a1 bou’s diune trentaine de minutes,

c. L'enrichissement du systéme par les riboside-~
triphosphates et un systéme régénérateur A'ATP semble &tre sans
effet.

d. La quantité de radiocactivité trouvée dans 1llex-

tralt A!'ARN dans le cas des noyaux est semblable & celle des

cellules intactes Jusqu'i %0 minutes.

e, Le pH (6,75) du milieu d'incubation se montre

gsatisfaisant,

£, Les incorporations optimales sont obtenues pour
des concenirations comprises entre 1,5 . 107 noyaux/ml et 2,..7.107

noyaux/ml.

-~

g, Les tests & la DN-ase et & 1'Actinomycine D
suggeérent qu'une partie de la radioactivité semble appartenir
3 de 1!'ARN dont la synthése dépend de 1'ADN,
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2.2. ETUDE,PAR LES METHODES DE FRACTIONNEMENT MACROMOLECULAIRE

DE LA SYNTHESE IN VITRC DE LfARN NOUVELLEMENT FORME,

DANS LES NOYAUX ISOLES.

2.2.1., MATERIEL ET METHODES.

A. Incubation des cellules intactes.

Les cellules de HelLa (2 . 107) sont incubdes en boites
de Roux dans un milieu pauvre (ne contenant que NagCl,
Xc1l, MgSO4, NaZHPO4 et rouge phénol en concemtrations
identiques & celles utilisées dans le milieu ¢ 10°
Ce milieu pauvre est connu sous le nom de Hank). Apres
1'incorporation pendant 30 minutes en présence de 10
uC /m1 a1Uridine- H (1,08 C/mM) & 37°C le matériel est
refroidi (0-4°C) et lavé dans le méme milieu contenant

100 Hg/ml d'Uridine non marquée,

‘B. Extraction des noyaux,

La méthode a d4ja été décrite dans le chapitre 2.1.1.
Nous utilisons wie cenbincicon des deux milieux d'extrac—
tion : celui de Fisher et Harris (1962) et celui de

N

Holland [ io40,

C. Incubation des noyaux,

Le milieu d'Allfrey et Mirsky (1962) a aussi été décrit
dans le chapitre 2,1.1. Cependant la concentration du
tampon au phosphate de potassium a été réduite a 0,00025M

o
P < . .
dans les expériences au 5 P inorganique. Danc cebte

partie du travail, nous avons utilisé de la bentonite —

3 raison de 1 mg/ml dans le milieu d'incubation, afin
d'éviter une dégradation éventuelle de 1'ARN, Les eon-

centrations des noyaux dars le milieu ont été de l'ordre



0,01 M, pH-5,2 contenant 5 . 1074 M ae MgCl

4-6-

2 . 107/m1. A la fin de l'incubation les noyaux sont
refroidis, centrifugés rapidement & 1500 tm pendant 3
minutes, puis lavés 1 fois & 0-4°C avec une solution de
Nacl 0,14 M contenant 100 Lg/ml du précurseur correspon=-
dant non marqué} Dans les expériendess dans lesquelles
nous avons utilisé du 32P, le lavage est effectué avec
une solution de NaCl 0,3 M en tampon phosphate de sodium
0,05 M, pH-6,7.

Extraction de 1'ARN par le mélange SDS-phénol.

Le matériel est mis en suspension dans du tampon acétate
2 et 1 mg/ml
de bentonite., Ensuite du SDS recristallisé est ajouté
jusqﬁ'é la concentration finale de 0,34 % et% la suspen-
sion est agitée pendant 5 minutes & la température ambi-

ante 3 un volume égal de phénol saturé est ajouté et

‘1l'agitation est prolongée encore 10 minutes. Dans le cas

des noyaux, nous effectuons une extraction supplémentaire
de 1l'interphase & 60°C pendant 3 minutes. La suspension
est ensuite refroidie & 4°C et centrifugée pendant une
minute & 20.000 g, La phase agueuse est gardée et 1l'inter-
phase est extraite & nouveau dans les m&mes conditions.

Les phases aqueuses réunies sont préeipitées par deux

~

volumes d'alcool absolu & -25°C et maintenues & cette

température pendant une ou plusieurs heures. Le sédiment
est lavé encore une fois (& 4°C) dans 1'alcool a 67 %

pour éliminer les traces de phénol.

Extraction des acides nucléiques par le mélange

SDS-chloroforme~alcool amylique.

Le sédiment contenant 2 . 108 a 4. 108 noyaux est suspendu

dans 6 & 12 ml du mélange suivant : solution tris/HC1
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0,01 M, pH-7,4 3 NaCl 0,3 M 5 citrate de sodium 0,03 M j
EDTAX 0,001 M ; SDS 1 %, Aprés une agitation de 15 minu-
tes 3 450, la suspension est additionnée d'un volume égal
de chloroforme-alcool amylique (35/10 v/v) et 1'agitation
est prolongée pendant 45 minutes. A la phase aqueuse
obtenue aprés une centrifugation de 10 minutes & 20.000 g
on ajoute un volume d'alcool absolu afin de récolter les
fibres 4'ADN. Le matériel, ainsi précipité, peut E&tre

conservé pendant une semaine, & la température de -20°C.

Composition en bases.

L'hydrolyse de 1'ARN se fait dans du KOH 0,3 N & 37°C"
pendant 18 heures. L'hydrolysat est acidifié a froid
par de 1l'acide perchlorique jusqu'd pH-2 et centrifugé &
3.500 tm. Le surnageant est ensuite neutralisé & pH-7
et chromatographié sur une colonne de Dowex 1x2 par
élution & 1'aide d'un gradient exponentiel 4'HCl., Les
fractions appartenant &4 chacun des nucléotides sont ras-
semblées et séchées a 60°C, puis redissoutes dans 1 ml
d'eau distillée, et leur radioactivité est mesurée dans
la solution de Bray (1960). (Pour la composition voir

plus loin.)

G. Digestions enzymatigues.

* MgCl

2

La RN-ase préalablement traitée afin d'éliminer les tra-
ces de DNase (chauffage & 80°C pendant 10 minutes dans
une solution de citrate de sodium 0,03 M et de Nall

0,% M, pH=5) est utilisée & raison de 25}*gf/100}1gr

d'acides nucléiques., L'hydrolyse est effectuée pendant

0,001 M si le matériel est destiné a la chromatographie.
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45 minutes & 27°C dans une solution de Tris/HCl 0,005 M,
pH-7,4, de citrate de sodium 0,03 M et de Na C1 0,3 M
(voir Hayashi et al., 1965) ou dans une solution de
Tris/ HC1 0,01 M, pH-7,4 et de NaCl 0,01M. Dans une
expérience néus avons utilisé une solution de citrate
de sodium 0,03 M, NaCl 0,3 M, pH-5. La DNase est utili-
sée A raison de 10 ug/ml, dons une sclution de Tris/
D01 0,01 i pH~7./. de igCl, 0,001 If, de Bentonite 2
1 mgr/ml, avec ou sans NaCl 0,3 M, L'hydrolyse est ef-

By

fectuée 3 37°C pendant 45 ou 60 minutes.

by

La chymotrypsine o est utilisée, 3 raison de
75 ugr/ml, dans une solution de Tris/HCl & 0,01 M,
pH-7,4 et de NaCl 0,3 M & 37°C pendant 45 minutes.

H. Dissociation du complexe au SDS

Le traitement s'effectue dans une solution de Tris/
HC1 & 0,01 M, pH-T7,4, de NaCl & 0,01 M et de SDS & 1%,

& 0-4°C pendant 5 minutes,

I. Dénaturation du complexe & la chaleur

Elle s'effectue dans une solution de Tris/HCl 0,005 WM,
pH-7,4 de citrate de sodium 0,015 M et de NaCl 0,15 M
4°85°C pendant 10 minutes. L'échantillon est refroidi
rapidement dans la glace, immédiatement aprés ce trai-

tement,

Je Chromatographie sur des colonnes d'albumine méthylée~

Kieselguhr

L'albumine de boeuf (fraction V) est estérifide par la
méthode de Mandell et Hershey (1960) en présence du mé-
lange méthanol-H(Cl, pendant plusieurs jours & 1l'obscu-

rité et & 37°C. 4 gr de Kieselguhr, suspendu dans 20 ml



d'une solution de NaCl 0,3 M dans du tampon phosphate de
sodium 0,05 M & pH-6,7 sont portés & ébullition pendant
quelques minutes, refroidis et additionnés de 1 ml d'une
solution aqueuse d'albumine méthylée & 1%. Aprés une agi-
tation de quelques minutes, la suspension est versée dans
une colonne & chromatographie de 1 cm x 20 cm, On laisse
les particules se déposer, et on lave la colonne avec

10 ml de la solution saline. A la surface de cette cou~
che on met soigneusement 0,5 gr de Kieselguhr traité
comme plus haut mais exempt d'albumine méthylée. On peut
fixer sur cette colonne jusqu'd 800 pgr d'acides nucléi-
gues., L'élution se fait au moyen d'un gradient linéaire
de 0,3 M & 1,2 ou 1,5 M de NaCl dans un tampon phosphate
de sodium 0,05 M, pH-6,7, sous une pression de 0,2 kg/cm2
environ., Les fractionneuses sont du type "LKB" et "Pleu~

ger".

Sédimentation en gradient de saccharose

Dans le cas de 1'ARN extrait au phénol : les aliquots de
300 & 500 ugr ont été dissous dans 0,3 ml du tampon

Tris/HCl 0,01 M, pH=7,4, MgCl, 5x1o'4
O,S‘mgr/ml de bentonite et mis sur un gradient linéaire

de saccharose de 5 & 20 ¢ (p/v) (Britten and Roberts,

M contenant

1960) préparé dans le méme tampon. La centrifugation est
effectuée dans une centrifugeuse Spinco préparative dans
le rotor SW 39 (tubes de 5 ml) & 39.000 tm pendant 3,5 ou
4 heures a 4°C environ.

Les différentes zones du gradient sont obtenues en pers -
gant le fond du tube a l'aide d'une fine épingle., La vi-
tesse d'écoulement des gouttes est réglée par l'lapplica-
tion d'une pression variable au moyen d'un appareil sim=-
ple & colonne d'eau. Habituellement on s'arrange pour

avoir 30 & 45 fractions.
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Dans le cas des acides nucléiques extraits au mélan-
ge SD3-~ chlozoforms = aicool amylique, des aliquote de
350 2 500 ar ont €té dissous dans 0,5 & 1 ml de tampon
Tris/HCl 0.01 M, pH=-T7.4, NaCl G,3 M, EDTA 0,001 M, et
mis sur un gradient linéaire de saccharose de 5 & 20 %
ou de 10 & 40 % préparé dans le méme tampon., La centri-
fugation est effectuée dans un rotor SW 25 (tubes de
27 ml) 4 22,000 tm pendant 14 heures & 4°C environ,

Centrifugation en gradient de densité (CsCl)

Les échantillons de 0,3 3 0,5 ml sont additionnés de
CsCl solide pour avoir une densité (p ) de 1,72 et dépo~
gés dans le fond de tubes & 5 ml du rotor SW 39.
Ensuite, on dépose soigneusement a la surface de cette
couche 4,5 & 4,7 ml d'une soluticn de Tris/HC1 0,01 M,
pH~-T7,4 et 4'EDTA 0,001 M contenant du CsCl dont la con-
centration correspond & une densité de 1,72. La centri=
fugation est effectude dans le rotor SW 39 a 32.500 tm

a

pendant 60 & 72 heures & 18°C environ,

Le gradient formé dans ces conditions est linéaire
et sa densité va de 1,65 & 1,80 (le contrble est effec-

tué par des mesures au réfractométre).

Lecture de la densité optique

Les fractions sont amendes & 1 ml (sauf spécification
contraire) au moyen du tampon qui a servi a faire le

gradient. La densité optique est lue & 260 mu .

Comptage de la radioactivité

Les fractions de 1 ou 2 ml provenant de la colonne d'al-
bumine méthylée sont mélangdes avec 10 ml de la solution

de Bray (1960), dont voici la composition :
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60 gr de naphtaléne, 4 gr de PPO, 0,2 gr de POPOP,

100 ml de méthanol absolu, 20 ml d'éthyléne glycol et
ramenée & 1 litre par du dioxane., Les fractions prove-
nant des gradients de saccharose ou de CsCl sont préci-
pitées par du TCA 3 5 % (concentration finale) en présen-
ce de 100 ug d'albumine de boeuf (dans le cas de 1'ARN
extrait au phénol) ou de 100 pupg A'ADN de sperme de
saumon (dans le cas des acides nueléiques extraits par

le mélange SDS~chloroforme~alcool amylique). La filtra-
tion est effectude sur des filtres Millipore (HA 0,45) ;
les précipités sont lavés 2 fois par du TCA 5% et séchés
dans une étuve & 37°C pendant 90 minubes, puis déposés
dans des fioles contenant 5 ml du milieu scintillant sui-
vant ¢ 1 litre de toluéne, 5 gr de PPO et 0,5 gr de dime-
thyl POPOP.
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2.2+2, ETAT PHYSIQUE DE L'ARN NOUVELLEMENT FORME,

A. Sédimentation en gradient de saccharose.

Nous avons incubé les noyaux pendant 30 minutes, en
présence de 5,6 uC/ml 4'Uridine- *C ( 28 mC/mM) ou de
1 4C/ml de 32? sans entrafneur. L'ARN, extrait de ez
noyaux par le mélange SDS-phénol & la température ambi-
ante, est analysé en gradient de saccharose., La prépa-
ration comprend exclusivement 1'ARN-r (28S et 185) et
1'ARN 4S. Aucune radicactivité importante n'ta été

décelée (Figure 9, courbe D'O'260>'

Fig. 9 Centrifugatién

. > Ve ¢
8| Novaux en gradient linéaire de

[<.27]

saccharose de 5 & 20 %-ﬂ

ARN des noyaux marqués

. a llUridine-BH et au
52P

La centrifugation est
effectuée 3 39.000 tm

pendant 4 heures a 4°C,

) 20 20 PRACT N Q[ o
J

Afin de vérifier si la méthode d'extraction que nous
utilisons permet d'extraire les ARN rapidement marqués
nous llavons utilisée pour extraire les ARN de cellwmles
de Hela intactes préalablement marquées 3 l'Uridine-BH

pendant 30 minutes.
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Comme on peut le voir, les profils gque nous
avons obtenus & partir de ces ARN (Fig. 10) sont compa-
rables 3 ceux des cellules de Hela et de cellules L
marquées dans des conditions similaires par d'autres
auteurs (Scherrer et Darnell, 1962 ; Graham et Rake,

1964 ).

Fig. 10 Centrifugation

CEUULES INTACTES

en gradient linéaire de

00 2e0
(<Y

seccharose de 5 & 20 %.

Cellules de HelLa marquées
3 1'Uridine~3H pendant

30 minutes.

La centrifugation est
effectuée &4 39,000 tm‘
pendant 3,5 heures & 4°C.
D.O.2
CPM

60 ¢ . s o »

o o o o

1
st
?

1
[

Cependant, si 1l'on effectue sur l'interphase des
noyaux une extraction supplémentaire & 60°C, oh décele
une radicactivité quoique faible dans la région située

entre 48 et 183 (Figure 9).

Des dosages biochimiques effectués parallélement ont
confirmé gue lorsqu'on effectue l'extraction & la
température ordinaire, la majeure partie de la radioacti-
vité (80 & 90 %) de 1'ARN reste associde 3 1'interphase.
Moins de 8 % de l'activité de 1'interphase est due 3 1'ADN,
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Ces indications plaident en faveur de l'existence
d'un ARN radiocactif associé soit avec 1'ADN, soit avec
“les protéines soit avec les deux & la fois, I1 s'est
donc avéré nécessalre d'étudier, dans un premier temps,
la fraction des acides nucléiques totaux. Dans ce but,
nous avons employé la méthode au SDS-chloroforme-alcool
amylique, conseillée par Monsieur le Professeur Kanazir.
Nous avons augmenté la force ionique du tampon dlextrac-
tion (voir le chapitre 2.2.1.) afin de protéger la struc~
ture de 1'ADN et du complexe ADN-ARN, si toutefois ce
dernier était présent dans nos préparations. De plus,
pour avoir des marquages plus élevés nous utiliserons
dorénavant du 32P a4 raison de 500 ul par ml f#e milieu
d'incubation, sauf dans le cas des acides nueléiques de

la figure 19 (voir indication dans la légende).

L'examen spectrographique des acides nucléiques
extraits au SDS~chloroforme-alcool amylique nous donne

un rapport D'O'26O/D'O° se situant entre 2,1 et 2,3

230

ce qui signifie une déprotéinisation assez poussée.
Les fibres d'acides nucléiques obtenues dans ces

conditions ont été étudiées en gradient de saccharose

(10 a 40 %),

Apres une centrifugation de 14 heures 3 22,000 tm
le profil de la densité optique & 260 my permet de dis~
tinguer un grand pic qui est aussi plus léger et qui
représente 1'ADN et 1'ARN 18S non séparés alors que
l'épaule, plus lourde, représente 1'ARN 285 (Figure 11).
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Fig. 11 Centrifugation en gradient lindaire de saccharose
de 10 & 40 %,
Acides nucléiques marqués au 32P (SOO‘MC/ml du
milieu) pendant 15 minutes.
La centrifugation est effectuée dans un rotor
oW 25 a 22.000 tm pendant 14 heures a 4°C,

D.Oczéo e ¢ ¢ o

CPM 6 o o o

Le profil de la radioactivité indique qu'il existe
2 groupes de molécules radiocactives : 1'un relativement
homogeéne qui est plus iéger que 1'ADN et l'autre assez

hétérogéne et plus lourd que 1TADN,

L a m8me quantité de matériel a été incubée en pré-
gence de RN-ase, dans une sclution de force ionigue de
l'ordre de 0,3, pH~T7,4 (voir chapitre 2,2.1.). Dans ces
conditions le plc le plus léger est presque entidrement

détruit, tandis que le pic hétérogene et lourd résiste
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4 la RN-ase 3 raison de 80 % ou plus (Fig. 12).

20 1000
% RN-ase §
8 ) 800
4

o~
4600

Fig., 12 Centrifugation en gradient linéaire 4 "accharo-
se de 10 & 40 %,

Mémes acides nucléiques que ceux de la figure 11
sont traités & la RN-ase (force ionique de
1'ordre de 0,3, pH=T,4).

Conditions de centrifugation gimilaires A celles
de la figure 11,

D¢0026O e & & o

CPM °o v v oo

Une digestion & la RN-ase dans une solution de force
ionique de l'ordre de 0,02, pH=7,4 donne un effet sembla-
ble (Figure 13),
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00260
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Fig, 13 Centrifugation en gradient linéaire de—€accharese
de 10 & 40 %.
Acides mucléiques marqués au 2P (500 uC/ml du
milieu) pendant 15 minutes sont traités & la
RN-ase (courbe B) (force ionique de l'ordre de
0,02, pH~T,4).
Conditions de centrifugation similaires & celles

de la figure 11.

D.0. ¢y o s o o (de 1échantillon non traité)

CPM o o o o

Courbe A : échantillon non traité

Courbe B : échantillon traité & la RNease
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L'action de la DN-ase (force ionique de 1'ordre de
0,3) permet de distinguer, sur le profil de densité
optique & 260 my, les ARNer (288 et 188) (Figure 14).

=T

FP0260 § ¥

+400

[ H FRACTN (ZEE)
r

Fig. 14 Centrifugation en gradient linéaire de saccharosc
de 10 & 40 %.
Mémes acides nucléiques que ceux de la figure 11
sont traités 3 la DN-ase (force ionique de 1l'or-
dre de 0,3, pH-7,4).
Conditions de centrifugation similaires & celles

de la figure 11.

D'o'26o e & o

GPr
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Les produits d'hydrolyse de 1'ADN, qui sédimentent beau-
coup plus lentement ne masquent plus les deux pics d'ARN-r,
(Nous avons comparé les vitesses de sédimentation de ces
ARN avec celles des ARN ribosomiaux de réticulocytes de
lapin. Le résultat obtenu suggére des constantes de

sédimentation semblables ; voir : Marbaix et Burny, 1964).

La radioactivité du pic lourd disparait complétement,
alors que celle du pic léger reste pratiquement inchangée,
Aprés l'action de la DN~-ase, la radioactivité du sédiment
du gradient, controlée & tout hasard, est négligeable
par rapport & la radioactivité totale de 1l'aliquot non
trafté, Il en résulte que 1'ARN radioactif présent dans
le pic lourd est hydrolysé en composés acido solubles
en présence de la DNw-ase., Ajoutons que cette hydrolyse
n'est pas due & un enzyme du type de la RN-ase pancréa-
tique puisque la réaction enzymatique est effectuée en

présence de bentonite (1 mgr/ml).

Les résultats que nous venons d'exposer suggérent que
les molécules du pic hétérogéne et lourd contiennent 3

la fois de 1'ADN et de 1'ARN sous la forme d'un complexe,

En ce qui concerne la quantité d'ARN engagé dans le

complexe, elle est extrémement faible et ne représente
que quelques pourcents de la gquantité 4'ADN. Afin de
vérifier si, éventuellement, une protéine ne serait pas
impliquée dans la structure de ce complexe, nous avons
traité les échantillons par de la chymotrypsine a (force
ionique de 1l'ordre de 0,3) et du SDS & 1 % (force ionique
de l'ordre de 0,02). Ces deux traitements donnent des

effets semblables comme le montrent les figures 15 et
16.
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CHYMOTRYPSINE o
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Fig. 15 Centrifugation en gradient linéairégéé/%accharose
de 10 & 40 %.
M&mes acides nucléiques que ceux de la figure 11
sont traités & la Chymotrypsine o (force ionique
de 1'ordre de 0,3, pH=T,4).
Conditiong de centrifugation similaires A celles

de la figure 11.

DeOesgg o o v »

CPM o © ©o o
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SDS

g oz

Pig. 16 Centrifugation en gradient linéaire de saccharose
de 10 3 40 %,
Acides nucléiques marqués au 52p (500 1C/ml du
milieu) pendant 15 minutes sont traités au SDS
(courbe B) (force ionique de 1l'ordre de 0,02,
PH-7,4).
Conditions de centrifugation similaires & celles

de la figure 11,
DeOapey o0 o @ (échantillon non traité)
CPM 5 0 o o
Courbe A : échantillon non traité

Courbe B : échantillon traité au SDS

La dissociation provoquée par la Chymotrypsine o
ou le SDS suggere qu'une protéine pourrait &tre impliquée
dans la liaison entre 1'ADN et 1'ARN.
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B. Chromatographie sur les colonnes d'albumine méthylée,

- Kieselguhr.

Les acides nucléiques examinés par chromatographie sur
une colonne d'albumine méthylée (élution par un gre-
dient de NaCl de 0,3 & 1,2 M) donnent un profil de
densité optique & 260 mu ol se distinguent un grand
pic représentant 1'ADN (II), é1ué par du NaCl 0,75 M
et un pic plus petit, 1'ARN (III), élué par du NaCl
0,9 M (Figure 17). La vérification a été faite

CONTROLE
g :
8
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o5,
+00
o4 c
b
a
boo
gz24
d
I b 4

' — w.ww_.“,m_MUWW~MMHV.mm“.“-,W~¥}uzg .
Fig. 17 Chromatographie sur colonne d'albumins thylée.
Acides nucléiques marqués au 32p (500 uC/ml du
milieu) pendant 15 minutes.
Elution de la colonne d'albumine méthylée se fait
par un gradient linéaire de NaCl de 0,3 & 1,2 M

le volume total d!'éluant est de 120 ml.

Pic II : ADN D'O°26O « s o &

Pic III : ARNer CPM o 5 o o
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& l'vide des réactions colorimétriques et enzymatiques.

Le profil de radioactivité indique (comme dans le cas

des gradients de saccharose) deux groupes de molécules

radioactives ; 1l'un relativement homogéne (a) (le pic le

plus léger dans le gradient de saccharose) qui s'élue peu

avant 1'ADN et 1l'autre assez hétérogéne (b, c¢) (le pic le

plus lourd dans le gradient de saccharose) qui s'élue

dans la région de 1'ADN. Il semble gqu'on puisse distinguer

plusieurs espéces de molécules dans cette région hétéro-

gene.

RN-ase

CPM

-L}OO

—-20¢

Fig. 18 Chromatographie
sur colonne d'albumine
méthylée.

Mémes acides nucléiques
que ceux de la figure 17
sont traités a la RN-agse
(force ionique de 1'ordre
de 0,3, pH-T7,4).
Conditions d!'élution
similaires a celles de
la figure 17.

Volume total d'éluant
est de 80 ml.

Pic ITI : ADN

D'O'26O dtese
CrPM 565 0
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Quand les fibres sont traltées par de la RN-ase

(force ionique de 1l'ordre de 0,3) on constate la dispa-

rition du pic qui s'élue avant 1'ADN et qui représente

environ 20% de la radioactivité totale.

Pay eontre, le

pic hétérogéne est pratiquement résistant 3 la RN-ase

(Figure 18 ,. page précédente).

NOYAUX

CPM

Fig. 19 Chromatographie
sur colonne d'albumine
méthylée,

Acides nucléiques marqués
au 2P (200 #C/mldu
milieu) pendant 15 min.
sont traftés & la RN=-ase
(courbe B) (force ionigue
de 1'ordre de 0,3, DH-5)
et & la DN-ase (courbe C)

(force ionique de 1l'ordre

~de 0,01, pH=T,4).
u

4QFRACT N'[_\
o]
o)
Fiat
<)

Conditions d'élution similaires & celles de la figure 17.

Volume

Courbe A

Courbe
Courbe
D.O.260
CPM

Pae LT
Pic III

total d'éluant est 100 ml.

échantillon non tratté

B ¢ échantillon tratté & la RN-ase
C : échantillon trafté & la DN-ase
¢ o « » (de 1'échantillon non traité)
s ADN
¢ ARN=-1v
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Moins de 20 % de celui-ci est sensible & la RN-ase.
L'examen en gradient de saccharose de fibres traitées &
la RN-age fournit des profils similaires comme nous l'a-

vons V.

Cependant il est intéressant de signaler que le pic
précédant 1'ADN sur la colonne d'albumine (pic léger
dans le gradient de saccharose) est également résistant
4 la RN-ase si la digestion se fait & pH-5 (force ionigue
de 1'ordre de 0,3)., L'ARN-r dans ces ccnditions est

entiérement hydrolysé (Figure 19).

Le traitement par la DN-ase (force ionique de 1'ordre
de 0,01) provoque la disparition de la majeure partie de
la radioactivité, Sur la figure 19 la courbe de la den-
sité optique & 260 mp et la courbe A de la radioactivitd
appartiennent toutes deux & un échantillon non traité
(contrdle). Les radioactivités des aliquots traités 2
la RN-ase (courbe B) et & la DN-ase (courbe C) sont
corrigées en fonction de la quantité d'acides nucléiques
utilisées, Remarquons que les résultats des extractions
dans le mélange Tris 0,01 M, pH-7,4, NaCl 0,3 M, citrate

de sodium 0,03 M contenant du MgCl, 0,001 M ou une quan.

tité équivalente A'EDTA, sont simiiaires. Cependant les
fibres destinées & l'examen sur colonne d'albumine méthy-
lée ont été extraites dans le tampon contenant du MgCl,.
(Les traces d'EDTA qui restent dans les fibres aprés 1;
précipitation semblent géner 1'élution de la population
de molécules marquées appartenant au pic hétérogéne

alors que le profil de la D,O. est normal.)

260
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Les fibres extraites en présence du M’gCl2 et centri-
fugées sur un gradient de saccharose (10 & 40 %) (Figure
20) donnent des profils similaires & ceux que nous avons

déja ovbtenus en présence del'EDTA.

Yo W"”OO
g CONTROLE
8 g
a4
500
084
1000
ost
L=
o
[ oo % —% Pl s

Fig. 20 Centrifugation en gradient linéaire
de 10 & 40 %.

accharose

Mémes acides nucléiques que ceux de la figure 17.
La centrifugation est effectude dans un rctor

SW 25 a 22.000 tm pendant 14 heures & 4°C.

DIOQ26O s o v @

CPM o o o o

De plus, il semble que 1l'on puisse distinguer plu-
sieurs sous-groupes de molécules marquées composant le
pic hétérogeéne aussi bien dans le cas de la colonne
d'albumine méthylée que dans le cas du gradient de

saccharose (voir figures 17 et 20).
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C. Centrifueation en gradient de densité (CsCl)

Les essais que nous allons décrire ont pour but d'appor-
ter éventuellement des renseignements supplémentaires &

l1'association entre 1'ADN et 1'ARN.

Nous savons gu'un hybride ADN-ARN produit artificielle-
ment par l'appariement d'une chafne d'ADN avec une chaf-
ne complémentaire d'ARN reste stable au sein d'une solu«
ticn de force ionique trés élevée. (Hayashy et al., 1964)
Aussi avons-~aous examiné les fibres des acides nucléi-
ques dans un gradient de densité de CsCl ( p =1 72).

Le profil de la densité optique (Fig. 21) montre une ban.
de correspondant & 1'ADN alors que la radioactivité
(courbe A) augmente de plus en plus lcrsqu'on approche
du fond du tube. La méme quantité de matériel a été in-
cubée en présence de RN~ase et soumise 3 la méme analyse.
La diminution de la radioactivité (ccurbe B) de cet ali-
quot est inférieure 3 50 %. Ces examens ncus permettent
de penser qu'il est vraisemblable qu'une bonne partie

du pic radioactif hétérogéne (centrifugation en gradient
de saccharose ou chromatographie sur colonne d'albumine

méthylée) se dissocie dans la solution de CsCl.

I1 nous a paru nécessaire de voir si une température
élevée mais toutefois insuffisante pour dénaturer 1'ADN,

peut dissocier le complexe ADN~-ARN,

Un aliquot dissous dans le mélange de citrate de sodium
0,015 M , NaCl 0,15 M et Tris 0,005 M, pH- 7,4 est chauf-

fé pendant 10 min, & 85°C, puis refruidi dans la glace.
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Fig. 21 Centrifugation en grédient de densité de CsCl
Acides nucléiques marqués au 32 P (500 MC/ml
du milieu) pendant 15 minutes sont traités 3 la
RN-ase (courbe B) (force ionique de 1l'ordre de
043 . pH=7,4)scradient de densité de CsCl est
linéaire, la densité va de 1,65 & 1,80.

La centrifugation est effectuée dans un rotor
SW 39 & 32,50C tnm pendant 60 heures & 18°C en-

viron.

D.O. 260 6.0‘
CPM [« CRal
Courbe A : échantillon non traité

Courbe B : échantillon traité & la RN-ase
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La moitié sert de contrble alors que l'autre moitié est
traitée par la RN-ase. Le profil de la densité optique
figure 22 ne semble pas avoir été changé d'une maniere
appréciable ce qui indique que la densité de 1'ADN res~
te approximativement la méme et que 1'ADN n'a pas été

dénaturé.

CHAUFFAGE a 85°C
(=]

1

Fig. 22 Centrifugation en gradient de densité™de CsCl

Acides nucléiques marqués au 32 P ( 500 pC/ml
du milieu) pendant 15 minutes sont chauffés,
puis refroidis. La moitié de l'aliquot est trai-
tée & la RN-ase, l'autre moitié sert de témoin.
Conditions de centrifugation similaires & celles

de la figure 21,

D.0v 260 .44
CPM
Courbe A 3 échantillon non traité & la RN-ase

Courbe B : échantillon traité a la RN-ase
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Cependant la diminution importante de la radiocacti-
vité de l'échantillon traité & la RN-ase suggére gque la
majeure partie de 1'ARN se détache & 85°C.

La sensibilité & la RN-ase aprés le chauffage pourrait
8tre expliquée en se basant sur le fait que les liaisons
hydrogeéne sont rompues par 1'élévation de la température,
Par contre, ces liaisons devraient rester stables dans
les concentrations élevées du CsCl, ce qui ne semble pas

gtre le cas de notre complexe.
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2.2.%. PROPRIETES PHYSIQUES ET BIOCHIMIQUES DE L'ARN
IIOUVELLEMENT FORME,

A, Ordre de grandeur du poids molérulaire de 1'ARN engagé

dans le complexe ADN-ARN,

Notre intér8t s'est porté ensuite sur 1'estimadion
de la grandeur des chafnes d'ARN se trouvant sous leur
forme native dans le cormplexe ADN-ARN. Dans ce but nous
avons employé des gradients de saccharose de concentra-
tions plus faibles (5 & 20 %), alors que les conditions
(durée, vitesse et température) des centrifugations res-
taient les mémes que celles des gradients plus denses
(10 3 40 %) (voir le chapitre 2.2.1.). Quand des fibres
prétraitées par la chymotrypsine a sont mises sur le
gradient de saccharose, (Figure 23% et 24), on observe
une population trés hétérogeéne de molécules allant jws-
qu'sd 18 S, ce qui correspondrait & un poids moléculaire

de 1'ordre de 6 x 10° (Hall et Doty 1959).

Comme nous llavorns 42ja vu, le traitement par la
Dli-ase (Figure 14) provoque l'hydrolyse de 1'ARN contenu
dans le complexe (pic lourd), qui libdre des composés
acide-gclubles. Wous avons toutefois vérifié, si llon
peut obtenir apzés l'action de la DN-ase l'apparition
d'une quantité, méme trés faible, d'ARN plus lourd.
D'aprés les figures 25 et 26 on peut se rendre compte

qu'il s'agit uniquement des molécules du pic léger.
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CONTROLE

Fig. 23 Centrifugation en gradient linéaire d& saccha-
rose de 5 & 20 %,
Acides nucléiques marqués au 32 P (500 MC/ml
du milieu) pendant 15 minutes.
La centrifugation est effectuée dans un rntor

SW 25 & 22,000 tm pendant 14 heures & 4°C.

D.0s 260 4,4
CFM 0000
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g| CHYMOTRYPSINE «
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BUS
Fig. 24 Centrifugation en gradient 1inéairggg§)
saccharose de 5 & 20 %.
Mémes acides nucléiques que ceux de la figure 23
mais traités & la chymotrypsine a (force ionique
de 1'ordre de 0,3 , pH-T7,4)
Conditions de centrifugaticn similaires & celles

de la figure 23.

Du0s 260 ,,q4e
CpPM cso0
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Fig. 25 Centrifugation en gradient liﬁéaggg;@g saccharose
de 5 & 20 %,
Acides nucléiques marqués au 32p (500 uc/ml du
milieu) pendant 15 minutes.
La centrifugation est effectuéde dans un rotor
SW 25 3 22,000 tm pendant 14 heures & 4°C.

CPM e 9 o o©
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Fig. 26 Centrifugaticu en gradient linééiféfﬂ“-saccharose
de 5 & 20 %,
MBmes acides nucléiques que ceux de la figure 25
sont traités & la DN-ase (force ionique de l'ordre
de 0,3, PH~T,4).
Conditions de centrifugation similaires & celles

de la figure 25,

D‘O.26O o ¢ o g
CPM 6o o o o

L'ARN provenant de la dissociation du complexe en
présence du SDS dans le tampon 3 basse force ionique

peut 8tre rendu sensible & la RN-ase (figure 27).



76.

sDS
g £
8 i
J61 deco
O4r 400
T2 L 200
: o~ A v
bofonnc o e o e a5
K] i FRACT N :ﬂz ?
Uty
Figes 27 Centrifugation en gradient linéaire saccharose

de 5 & 20 %.

Acides nucléiques marqués au 32P (500 uC/ml du
milieu) pendant 15 minutes sont traités au SDS
(force ionique de l'ordre de 0,02, pH=7,4) afin
de dissocier le complexe ADN-ARN. Aprés 1'élimi-
nation du SDS (précipitation par 2 volumes d'al-
cool absolu) les acides nucléiques sont traités

3 la RN-ase (courbe B) (force ionique de 1l'ordre
de 0,3, pH=T,4).

D.0.
CPM

260 ¢ 9 Q9 &

. - -
[} o o 0

La radioactivité, persistant aprés la digestion, est
de 1'ordre de 20 % et correspond aprés hydrolyse, aux

preduits acido insolubles,
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Cependant, cet ARN posgséde un poids moléculaire plus
homogéne et ne semble pas contenir des quantités impor-
tantes de fractions plus lourdes (108 & 14S). Cette
variation du poids moléculaire pourrait s'expliquer par
le fait que la solution dans laquelle s'effectue la dis-
sociation en présence du SDS doit 8tre traitée par 2
volumes d'alcool absolu afin d'éliminer le SDS dont la
présence diminue ltactivité de la RN-ase pancréatique.
Cette action sur le poids moléculaire de 1'ARN n'est pas
surprenante puisqu'on sait que le mode d'extraction des
ARY rapidement marqués peut introduire de sérieuses modi-
fications dans la vitesse de sédimentation, comme nous
l'avons vu dans la premidre partie de ce travail (voir

le chapitre 1.2.).

Compogition en bases,

Pour tenter de caractériser biochimiquement les deux
espéces dATARN synthétisées dans les noyaux in vitro (pic
précédant 1iADN et pic hétérogine s'éluant dans la région
de 1'ADN sur la colonne d'albumine méthylée), nous avons

étudié la répartition du 32P dans leurs ribonucléotides,

Les fibres extraites par la méthode au SDS-chlorofor--
me-alcool amylique sont tout d'abord traitées par la RN..
ase puis les acides nucléiques précipitables par 1 volume
d'alcool absolu sont lavés au PCA 5% et hydrolysés par
KOH 0,3 N.

La composition en bases de 1'ARN hydrolysé rappelle

celle de 1'ADN, comme nous pouvons le voir sur le tableau

ci-dessous : (* voir Errera, 1963)
A (m)T G C
*ADN  31.0% 28,8% 17, 5% 22,8%

ARN  35,1% 25 ,4% 18,5% 21,0%
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La composition en bases du pic hétérogéne (b, c)
stéluant dans la région de 1'ADN (voir la figure 17) est

la suivante

A U G c
39,9% 1947% 26 ,8% 13 ,6%

L'ARN contenu dans le pic radioactif (a) qui préc2de

1'ADN a (voir la figure 17) les caractéristiques suivantes

A+ C U G
54 ,5% 4y7% 40,8%

Enfin, voicl les caractéristiques de la toute petite
quantité de substance radioactive (d) s'éluant avec

1'ARN-r (voir figure 17) :

A iy G C
48,1% 13,8% 20, 6% 17, 5%

Ces résultats suggérent des différences biochimiques
entre les populations de molécules qui s'éluent & des

concentrations variables de Na(Cl,

Remarquons cependant que le "pool" peut influencer
les résultats concernant la composition en bases déter=:
minée par la radiocactivité des 4 ribonucléotides., Il
est en effet connu gque le "pool" ne se marque pas d'une
maniére instantanée et qu"il poss&de sa propre cinétique
de marquage. Par conséquent, la composition en bases
des ARN n'est pas constante au cours du temps (voir
Roberts, 1965). Bien que le "pool" soit probablement
peu important dans le cas des noyaux isolés nous ne
savons pas quelle est son influence sur la composition
en bases du RNA,
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La détermination directe des rapports molaires des
bases de 1'ARN engagé dans le complexe n'a pas été
possible, en raison de la quantité trop faible de cet
ARN,

Action de 1'Actinomycine D sur la synthédse de 1'ARN

dans les noyaux incubés in vitro.

Les noyaux sont incubés pendant 10 minutes en présen-
ce de 500 pg/ml d'Actinomycine D et l'incubation est
poursuivie en présence de 52p (500 wC/ml) pendant 15

minutes.

Les fibres sont absorbées sur une colonne d'albumine
méthylée, et éluées par un gradient de NaCl de 0,3 M 2
1,5 M (Figure 28),

I1 en résulte une réduction de la radioactivité de
1'ordre de 50 % par rapport au témoin non traité au
niveau du pic de 1'ADN (D.O.26O). La radioactivité

stéluant avant ce pic ne semble pas &tre affectée.
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ACTINOMYCINE
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Fig. 28 Chromatog:éphie sur colonne d'albumi
Acides nucléigues marqués au 32P provenant des
noyaux prétraités par de 1l'Actinomycine D,
L'élution se fait par un gradient lindaire de
NaCl de 0,3 & 1,5 M 3 le volume total d'éluant
est de 120 ml.
Pic II : ADN
Pic III : ARN-r
Delipry o o o
CPM . v o o (contrdle : traits pleins ;

traité : traits interrompus)
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2+2+4. ETUDE COMPARATIVE DE L'ARN NOUVELLEMENT FORME
DANS DES NOYAUX INCUBES IN VITRC ET DES CELLULES
DE Hels INTACTES.

Par 1!'étude chromatographique des acides nucléiques
des noyaux incubés in vitro, nous avons remarqué qu'il
ne semble pas y avoir de synthése A'ARN lourds rapidement
marqués (voir les figures 17 et 19). Ces ARN s'éluent
normalement peu aprés 1'ARN-r, comme nous allons le voir
dans un instant. De plus, la radioactivité, quoique tres
faible dans cette région, est portée par un ARN dont la
composition en bases semble &tre totalement distincte
de celle des ARN 455 et 353, Mails si nous ne détectons
pas dans les noyaux incubés in vitrn la présence d'ARN
lourds rapidement marqués, cela ne veut pas dire néces-
sairement qu'ils ne sont pas synthéyisés, car on ne peut
écarter la possibilité d'une dégradation éventuelle au

cours de l'incubation.

Afin de savoir si les ARN 353 et 4585 sont suscepti-
bles de se dégrader dens nos conditions d'incubation,
nous avons employé des noyaux provenant de cellules in-
tactes, dont les ARN 45 S et 353 avaient été marqués au
préalable, Environ 1,6 . 108 cellules ont été marquées
par le 52p (100 uC/ml) pendant 15 minutes & 37°C. Aprés
un lavage rapide & froid 0,4 . 108 cellules ont été trai-
tées immédiatement par une solution de SDS~-chloroforme-
alcool amylique, afin d'extraire les fibres dtacides

nucléiques,

. 8
A partir des 1,2 . 10 cellules restantes, nous avons
extrait les noyaux, La moitié de ces noyaux a été
immédiatement traitée en vue de 1l"extraction des acides

nucléiques.,
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L'sutre moitié a été incubée dans le milieu ne contenant
pas de phosphore radiocactif. Sur les figures 29 et 30
on peut voir les profils correspondants aux cellules et

aux noyaux respectivement.

CELLULES INTACTES

e

Mmoo

Flucrr/"\\
BUS Y
. . e S .

Fig. 29 Chromatographie sur colonne d'album&g_/éethylee.
Acides nucléiques (cellules intactes)
marqués au 32p (100 pC/ml du milieu)
pendant 15 minutes. L'élution de la colonne
d'albumine méthylée se fait par un gradient
linéaire de NaCl de 0,3 & 1,2 M ; le volume

total d'éluant est de 120 ml.

Pic IT ADN Da0u 260 Leue
Pic ITII : ARN-r CPM
Pic 4 ¢ ARN 358 et 458

‘o

o000
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NOYAUX

00 260
cPM

Fig. 30 Chromatographie sur colonne d'albuminmeméthylée.
Les noyaux des mémes cellules que celles de la
figure 29 ont été incubés dans le milieu sans
32? pendant 15 minutes & 37°C (courbe B)
Conditions d'élution similaires & celles de la

figure 29.

D.0s 260 L4600
CPM caoo
Courbe A : noyaux non incubés

Courbe B : noyaux incubés

Pic IT ADN
Pic IIT ARN-r
Pic d ¢ ARN 358 et 45 S

.

Le profil de la radiocactivité provenant des cellules
intactes (figure 28) dont les ARN lourds avaient été mar.-
qués (pic d) est semblable & celui des ncyaux non incubés
(fig. 30, courbe A). Cependant le pic d du profil de la

radioactivité (fig. 30, courbe B) des noyaux incubés
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pendant 15 minutes dans le milieu non radioactif montre
une certaine dégradation des fractions lourdes ce qui
pourrait signifier que 1'ARN 458 est partiellement dégra-
dé ; mais, par contre; le constituant 358 n'est pas af-
fectds Il nlest donc pas exclu que 1'ARN 458, étant méta-
boliquement instable, se soit transformé en produits plus
légers, alors que la majeure partie de 1'ARN 355 soit
restée telle quelle au cours de l'incubation. Quoi qutil
en soit, si la majeure partie du constituant 353 reste
présente pendant l'incubation, on devrait aussi pouvoir
détecter sa présence éventuelle dans les noyaux incubés

in vitro,

Comparons maintenant les courbes d'élution des acides
nucléiques provenant de noyaux et de cellules intactes

32

marguées au P pendant 15 minutes. Sur la figure 21
représentant les acides nucléiques totaux (précipités par
2 volumes d'alcool absolu) des cellules intactes, nous
distinguons, dans le profil de la densité optique & 260

my, 1'ARN~s (I), 1'ADN (II) et 1'ARN-r (III),

La courbe de la radiocactivité fait apparaftre 1'ARN.gs
(a), 1'4DN (b) (celui-ci contenant en majeure partie 1'ADN
marqué), la zone hétérogdéne entre 1'ADN et 1'ARN-r (c)
et le pic d'ARN lourd rapidement marqué (d), ce dernier

contenant le mélange des ARN 458 et 35S.

Un traitement préalable 3 la RNA-ase ne laisse sube-
sister que deux régions radioactives ; le pic b et 1'épau-

le ¢ (figure 3%2).
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Fig. 31 Chromatographie sur colonne d'albumithylée.
Acides nucléiques (cellules intactes) marqués
au 2%P (100 uC/ml du milieu) pendant 15 minutes.

Conditions d'élution similaires & celles de la

figure 29,
D.O.260 « e v @
CPM 6 0 6 5
Pic II : ADN
Pic IITI : ARN

Pic d : ARN 353 et 458
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CPM

RN-ase

00 20

Fig. 32 Chromatographie sur colonne thylée,
Les m&mes acides nucléiques que ceux de la

figure 31 sont traités a la RN-ase (force ionigue
de l'ordre de 0,3, pH=T7,4).

Conditions d'élution similaires & celles de 1la
figure 29,

D'O‘ZGO ¢ o 2 »

CPM o o o o

Pic II : ADN
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Nous avons pu montrer que la radioactivité du pic b
appartient en grande partie & 1'ADN (étude préliminaire
faite en collaboration avec Mademoiselle Brunfaut), alors
que l1l'épaule c, si 1l'on en juge d'aprés la radioactivité
spécifique relative (rapport nombre de coups/unité de D‘O'26O)
contient une fraction importante A'ARN marqué résistant &
la RNA~ase et partiellement 1ié & de 1'ADN. Cette fraction
d'ADN est appelée par Mandel et Borkowska (1964) "1'ADN

nucléolaire?,

Dans le cas des noyaux (voir la figure 17) le pic ¢
(qui est résistant 3 la RNA-age) s'élue & peu prés dans la
mBme région gue l'épaule des cellules intactes préalablement

traitées & la RNA-ase.

Les expériences préliminaires, effectuées par Madame
Szapary et Mademoiselle Brunfaut, en marquant des cellules
intactes par de l‘Uridine-BH de radiocactivité spécifique
trés élevée, préoisent l'existence d'un pic dans la région
¢, alors que, dans le cas d'un marquage au 32P, la radio-

activité de 1'ADN masque partiellement ce pic.

I1 est donc vraisemblable que la synthése A'ARN
radioactif détectée dans les noyaux in vitro représente la
premiére ou l'une des toutes premiéres étapes de la synthése
de 1'ARN nucléaire total telle qu'lelle se déroule dans les
noyaux des cellules intactes. Des études futures sur les
noyaux isolés seront sans doute trés utiles pour 1'étude
des premiéres étapes de la synthése de 1'ARN et du mécanisme

de son cheminement vers le cytoplasme,
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3.2.2.2DISCUSSION ET CONCLUSTION S

L'extraction de complexe ADN-ARN 3 partir d'organis-
mes multicellulaires, présente un probléme particulier qui doit
&tre abordé par des méthodes quelque peu différentes des méthodes

courantes d'extraction des acides nucléiques.

En effet, le complexe ADN-ARN contiendrait une ou
plusieurs protéines (Bonner et al., 1961 3 Mead, 1964) probable-
ment des polymérases (Konrad et Stent, 1964 ; Bremer et Konrad,
1964) ; d&s lors, se pose le probléme d'effectuer une déprotéi-
nisation ménagée du complexe, sans altérer cette protéine parti-

culiere qui participerait au maintien mBme du complexe ADN-ARN,

Sachant que des forces ioniques élevées peuvent con=~
tribuer 3 la stabilité de la double hélice 4'ADN, il nous a paru
raisonnable de supposer que le méme effet pourrait éventuellement
intervenir dans la protection de tels complexes. Pour cette
raison, nous avons utilisé une gsolution de force ionique de 1l'or-
dre de 0,3 qui nous a permis d'extraire une certaine quantité
d'un complexe ADN-~ARN. TI1 est probable que les recherches ulté-
rieures permettront de déterminer des conditions qui conduiront
4 de meilleurs résultats, On sait que Bremer et Konrad (1964)
n'ont pas été 3 m@me de mettre en évidence le complexe ADN-ARN
dans un gradient de saccharose,  Nous supposons que la destruc-
tion du complexe est due & 1l'utilisation de SDS dans un milieu
d'textraction & faible force ionique. Nous avons en effet démon-
tré que le complexe ADN-ARN se dissocie en présence de SDS dans

une solution de force ionique de l'ordre de 0,02,
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Le complexe extrait selon le processus que nous avons
mis au point (force ionique de 1'ordre de 0,3) est presque tota-
lement (80 & 90 %) résistant & la RN-ase pancréatique quelle que
soit la force ilonique du tampon utilisé pour la digestion enzy-
matique (de 0,02 & 0,3). Cependant la majeure partie du complexe
se dissocie dans un gradient de CsCl (forces ioniques trés éle-
vées) et sous l'action de la chaleur (85°C). Ces résultats
suggeérent que la stabilité du complexe n'est pas assurée de la
méme maniére que dans le cas des hybrides ADN-ARN obtenus par

Spiegelman et ses collaborateurs (Hayashi et al., 1965),

Nos expériences montrent que le complexe ADN-ARN est
dissocié en présence de chymotrypsine (ainsi qu'en présence du
SDS & basse force ionique) ce qui suggére qu'une protéine (peut=
8tre la RNA polymérase se trouvant probablement au bout de la
molécule en cours d'accroissement) interviendrait également dans
le maintien de son intégrité. La libération de 1'ARN du complexe
par la chymotrypsine « monitre que les chafnes A'ARN nouvellement
synthétisées peuvent avoir un poids moléeculaire allant jusqu'a
6 . 105 c.d.d, Jusqu'd 185, Il en est de mBme dans le cas A'ARN
extrait au phénocl = chaud §; ce qui correspond aux ordres de
grandeurs observés par Darnell et al, (1963) pour 1'ARN.m des

polysomes de cellules de Hela,

I1 n'test pas exclu que ces ARN soient partiellement
dégradé au cours de leur extraction et lors des traitements
ultérieurs, car, nous l'avons vu dans le travail de Henshaw et
al. (1965), certains facteurs physiques peuvent dégrader 1'ARN
458 en fraction sédimentant autour de 10 S. Lés mémes auteurs
pensent, non sans raison, que 1'ARN 455 contient de 1'ARN-m
associé aux précurseurs des ARN-r., Il en découle que le poids
moléculaire de 1'ARN-m proprement dit est beaucoup plus faible
que celui de la molécule mixte de 1'ARN 458. 8i 1'on admet, avec

Grunberg-Manago et Gros (1964), que la plupart des menomdres
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protéiques ont un poids moléculaire se situant entre 10.000 e%
40,000, des ARN~-m allant jusqu'a 14S pourraient suffire pour la

synthéses de telles protéines,

I1 est toutefois probable que ces ARN proviennent du
découpage de chaftnes plus lourdes comprenant les ARNem poly-

cystroniques,

Cependant un traitement du complexe par la DN-ase en
présence de bentonite ne fait pas apparaftre de RNA libre. Cet

ARN est probablement hydrolysé en produits acido-solubles.

Harris et al, (1963) ont remarqué aussi que 1'ARN
nucléaire rapidement marqué des cellules de Hela est dégradé si
les noyaux sont traités par la DN-ase, Il se pourrait qu'une
nucléotide phosphorylase, localisée sur les chromosomes, soit
libérée sous l'action de la DN-ase et qu'elle agisse préférentiel-

lement sur 1'ARN nucléaire (Harris et al,, 1963),

Remarquons que Henshaw et al, (1965) ont décelé dans
un systéme acellulaire une sensibilité différente de 1'ARN rapide-

ment marqué (6 - 14S) vis-3-vis des nucléases,

Dans notre cas, il est donc vralsemblable que 1'ARN
libéré du complexe soit dégradé par cet enzyme mBme en présence

de bentonite,

En ce qui concerne la composition en bases du complexe
séparé sur colonne d'albumine méthylée, l'on remarque surtout une
quantité élevée d'acides adénylique et guanylique. Un résultat
similaire a été signalé par Harris et al. (1963) dans le cas d'un
marquage de Hela pendant 10 & 15 minutes.

Dans ce travail 1'étude de la répartition du 32P

dans les quatre ribonucléotides nous & servi de test pour éétecter
des différences entre les populations de molécules s'éluant aux

différentes concentrations de NaCl, Comme il est difficile
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actuellement de donner une trés grande signification biologique
34 ces résultats nous n'avons pas poussé plus loin 1'étude de ce
probléme, En effet, les expériences effectuées par Edstrdm et
Beermann (1962) ont montré que les ARN 1iés aux différents chro-
mosomes ont une composition en bases différentes. Méme les
compositions en bases des différents "puffs" d'un seul chromo-
some différent également entre elles. Une remarque intéressante
des mBmes auteurs attire l'attention sur le fait que la composi-
tion en bases de 1'ARN des "puffs" ne ressemble pas & celle de
1'ADN et qu'il n'y a pas de symétrie de hases entre A et U d'une
part et G et C de l'autre, Ceci pourrait signifier gu'une seule
des deux chalnes de 1'ADN est copiée, comme dans le cas du phage
SP 8 (Marmur et al., 1963).

Les ARN des différentes fractions du complexe ne
doivent donc pas nécessairement avoir une composition en bases
correspondante & celle de 1'ADN, ni montrer une symétrie rigou~
reuse des bases., De plus, le "pool" peut introduire des erreurs
dansg la détermination de la composition en bases comme nous

l'avons vu.

La centrifugation du complexe dans un gradient de
force ionique de 1l'ordre de 0,02 montre que les constantes de
sédimentation sont un peu plus faibles par rapport aux gradients
de force ionique de l'ordre de 0,3. Ceci est probablement 4df 3

une moindre rigidité des molécules & haute force ionique.

La question que ll'on se pose est de savoir si la
dissociation du complexe ARN-ADN a lieu ou non pendant 1l'incuba
tion des noyaux, Le gros de 1'ARN lourd rapidement formé prove-
nant de cellules intactes préalablement marqué n'est pas hydro-
lysé au cours de l'incubation de ces noyaux ; on pourrait en
déduire que cet ARN devrait &tre décelable, s'il est effectivement
synthétisé. Or, nous ltavons constaté, on n'observe pas de

radioactivité significative dans la région ol cet ARN devrait
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8tre normalement élué d'une colonne d'albumine méthylée.
Dés lors, deux hypothéses sont permises :

1° le détachement de 1'ARN du complexe nta pas lieu

dans les noyaux incubés in vitro,

2° le constituant lourd n'est pas synthétisé,

~

Afin de mieux comprendre le détachement de 1'ARN 3
partir de 1YADN de nouvelles expérience semblent 8tre nécessairecs
en particulier pour préciser le réle des ribosomes ou de leurs

précurseurs dans ce mécanisme,

La chromatographie dans laguelle 1'ARN s'éluant dans
la région de 1'ADN est réduit d'environ 50 % en présence dlactinc=
mycine D constitue une preuve directe de ce que les molécules du
complexe contiennent un ARN dont la synthése est dirigée par
1'ADN.

La diminution de radiocactivité en présence dtactino=-
mycine se trouve confirmée par létude cinétique exposée dans la

premiére partie de ce travail,
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RES UME,

Un complexe contenant 3 la fois de 1'ADN et de 1'ARN
a été isolé aprés incubation in vitro de noyaux de
cellules Hela. Les expériences de dissociation de ce
complexe par le 3DS et la chymotrypsine dans les
conditions décrites, suggérent qu'une protéine parti-

cipe & cette liaison entre 1!'ADN et 1'ARN,

Les profils de sédimentation montrent une hétérogénéité
assez élevée des molécules du complexe et de 1'ARN
provenant de celui-ci ; de plus les analyses chroma-
tographiques (colonne d'albumine méthylée) suggérent
que ce complexe comprend réellement un ARN 3 marquage
rapide, comparable & celui qui est synthétisé dans lzas

noyaux des cellules intactes.
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