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INTRODUCTIOX 

P 

k l a  f i n  du s i è c l e  d e r n i e r ,  IIIESCIIER (1897) i s o l a i t  l e s  

a c i d e s  n u c l é i q u e s  e t  l e s  r e c h e r c h e s  q u i  s u i v i r e n t  c e t t e  i m p o r t a n t e  

d é c o u v e r t e  p o r t è r e n t  p r i n c i s a l e r n e n t ,  pendant  p l u s i e u r s  d é c e n n i e s ,  

s u r  l a  c o n n a i s s a n c e  ch imique  de  c e s  macromolécules .  E l l e s  amenè- 

r e n t  à l ' i d e n t i f i c a t i o n  de deux t y p e s  d ' a c i d e s  n u c l é i q u e s  : l e s  

a c i d e s  r i b o -  e t  désoxyr ibo -nuc lé iques .  

Les b a s e s  p u r i q u e s  d é c o u v e r t e s  p a r  PICCA~RD (1874) f u r e n t  

s u r t o u t  connues  p a r  l e s  t r a v a u x  de  KOSSEL (1879, 1888). 

Les b a s e s  p j r i m i d i q u e s  f u r e n t  i s o l é e s  e t  i d e n t i f i é e s  

p a r  KOSSEL e t  NEUiLtiNN ( 1 8 9 4 ) ~  KOSSEL e t  SSENDEL (1902, 1903); 

LEVENE (1902, 1903) e t  ASCOLI (1900). 

C e  f u r e n t  l e s  é t u d e s  s u r  l e s  l e v u r e s  e t  l e  thymus q u i  

a p p o r t è r e n t  v e r s  I9jO une imuge p r é c i s e  d e s  deux t y p e s  d ' a c i d e s  

n u c l é i q u e s .  Dès c e t t e  époque ,  t o u s  l e s  composants  e n  é t a i e n t  con- 

nus.  

- Pour l e s  l e v u r e s , q u a t r e  b a s e s  a z o t é e s  : a d é n i n e  - g u a n i n e  - 
c y t o s i n e  - u r a c i l e ,  de l ' a c i d e  phosphor ique  e t  un s u c r e  i d e n -  

t i f i é  cormle é t a n t  du r i b o s e  ; 

- pour l e  t h y m u s , q u a t r e  b a s e s  a z o t é e s  : a d é n i n e  - g u a n i n e  - c y t o -  

s i n e  - t hymine ,  de  l ' a c i d e  phosphor ique  e t  un s u c r e  i d e n t i f i é  

comme é t a n t  du d é s o x y r i b o s e  

Des t e s t s  h i s t o c h i a i q u e s  p e r m i r e n t  a l o r s  l ' é t u d e  de  l a  

l o c a l i s a t i o n  des  a c i d e s  n u c l é i q u e s  dans l a  c e l l u l e  e t  c e  f u r e n t  

des  t r a v a u x  d '  o r d r e  b i o l o g i q u e  q u i  c o n t r i b u è r e n t  l e  p l u s  au d&ve- 



l o i~pement  de nos c o n n a i s s a n c e s  conce rnan t  c e s  c o n s t i t u a n t s  c e l l u -  

l a i r e s  e s s e n t i e l s ,  

A l a  s u i t e  d e s  t r a v a u x  de BRaCHET (1933) e t  de E'EULGZN, 

BEHRENS, MAHDI~LI.LSSAN (1937)  , l e s  deux t y p e s  d ' a c i d e s  n u c l é i q u e s  

s e  s o n t  r é v é l e ç  ê t r e  d e s  c o n s t i t u a n t s  u n i v e r s e l s  de t o u t e  c e l l u l e  

an ima le  ou vé gé t a l e .  

La r é a c t i o n  n u c l é a i r e  de FEULGEN q u i  e s t  s p é c i f i q u e  pour 

l e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  à désoxypentose  , f u t  employée pour démontrer  

que c e  t y p e  d ' a c i d e  n u c l é i q u e  e s t  l o c a l i s 6  dans l e  noyau c e l l u l a i r e .  

D'uhe façon s i m i l a i r e ,  l e  t e s t  à l a  r i b o n u c l é a s e  de 

BRtlCHET permi t  de d é i ~ o n t r e r  l a  p résence  d ' a c i d e  n u c l é i q u e  à pen- 

t o s e  dans l e  cytoplasme c e l l u l a i r e  e t  dans l e  noyau (chromat ine-  

n u c l é o l e ) .  

De p l u s ,  BRWCHET (1933) e t  e n s u i t e  SCHULTZ e t  CBSPERS- 

SON ( 1 9 4 0 ) ~  en c o n c l u s i o n  de l e u r s  t r a v a u x ,  é m i r e n t  l ' h y p o t h è s e  

d 'une  p a r t i c i p a t i o n  des  a c i d r s  n u c l é i q u e s  dans l e s  s y n t h è s e s  pro-  

t é i q u e s .  

La p o s s i b i l i t i  que l e s  a c i d e s  désoxyr ibonuc lé iques  

peuvent  jouer  un r ô l e  dans  l e s  raécanisrnes g é n é t i q u e s  f u t  suggérée .  

On s a v a i t  que l e  DNA é t a i t  l o c a l i s é  dans l e  noyau e t  que t o u s  l e s  

noyaux c o n t e n a i e n t  du D m .  11 k t a i t  p r e s q u ' i n é v i t a b l e  qu'  on a t t i i -  

bue a u  DNh un r ô l e  g é n é t i q u e  dès que l e s  p r o c e s s u s  dans l e s q u e l s  

il i n t e r v i e n t  ( m i t o s e ,  mé iose ,  f é c o n d a t i o n )  f u r e n t  c o n s i d é r é s  

cornLie é t a n t  des  p r o c e s s u s  de t r a n s m i s s i o n  de c a r a c t è r e s  hé ré  d i -  

t a i r e s ,  Les r e c h e r c h e s  p r i r e n t  une t r i e n t a t i o n  n o u v e l l e  l o r s q u e  

GRIFFITH, a p r è s  a v o i r  r é a l i s é  en 1928,  l a  p remiè re  démons t ra t ion  

c l a i r e  " i n  vivoP'  du. phénomène de t r a n s f o r m a t i o n ,  é m i t  1' hypothèse  -- 
(1935) que l e s  gènes p o u r r a i e n t  posséde r  une n a t u r e  purement nu- 

c l é i q u e .  



GRIFFITH ~ ~ v a i t  découve r t  que s i  1' on i n j e c t e  à une  sou-  

ris des  pneumocoques non e n c a p s u l é s  en  p r é s e n c e  de pneumocoques 

e n c a p s u l é s  t u é s ,  i l s  peuvent  a c q u é r i r  de nouveau,  de  f a ç o n  h é r é -  

d i t a i r e ,  l a  Eacu l tS  de  s y n t h é t i s e r  une c a p s u l e .  Dans c e t t e  décou- 

v e r t e ,  l e  p o i n t  l e  p l u s  r emarquab le  é t a i t  que l a  n a t u r e  de l a  cap- 

s u l e  forrnée ne dépend p a s  de l ' o r i g i n e  du pneumocoque s a n s  c a p s u l e ,  

m a i s  du t y p e  de pneumocoque t u é  i n j e c t é  en  même temps que l u i .  

C s e s t  l e  phenomene de  l a  t r a n s f o r m a t i o n  des  t y p e s  de pneumocoques 

ou d e s  i nu ta t iona  d i r i g é e s .  

Cependant ,  il f a l l u t  a t t e n d r e  e n c o r e  une d i z a i n e  d ' a n n é e s  

a v a n t  que s o i t  s is e n  é v i d e n c e  l e  r ô l e  e s s e n t i e l  de l ' a c i d e  déso-  

x y r i b o n u c l é i q u e  comme p ~ k t  eu r  de 1' i n f o r m a t i o n  g é n é t i q u e ,  C e t t e  

n o t i o n  q u i ,  p a r  l a  s u i t e ,  d e v a i t  s e  r é v é l e r  extrêmement i m p o r t a n t e  

e t  f r u c t u e u s e ,  nous l a  devons à deux b i o l o g i s t e s ,  0.T.nVERY e t  

A, BOIVIN . 
L ' é c o l e  dtAVERY (1944 e t  TAYLOR, 1949)  r e p r i t  l e s  é t u d e s  

de  GBIFFITH ' l i n  v i t r o s ' .  Ces a u t e u r s  r é a l i s è r e n t  a l o r s  éga l emen t  de 

t e l l e s  t r a n s f o r m a t i o n s ,  m a i s  en  u t i l i s a n t  c e t t e  f o i s  des  e x t r a i t s  

de pneumocoques e n c a p s u l é s  p r i v é s  de t o u t e  c e l l u l e .  S imul tanément  

e n  F r a n c e ,  l t S c o l e  de  BOIVIN (1946,  1949 - VENDRELY, 1950 - VEN- 

DRELY e t  VENDHELY , 1948, 1949 ) r é a l i s a i t  de s e m b l a b l e s  t r a n s f  orrna- 

t i o n s  s u r  d '  a u t r e s  s o u c h e s  b a c t é r i e n n e s  ( E . c o l i ) .  

Le f a c t e u r  t r a n s f o r m a n t  a v a i t  pu ê t r e  i s o l é  e t  i d e n t i f i é  

corme é t a n t  de  1' a c i d e  désoxyr ibonuc lS ique  (HOTCHKIS~ , 1949 3 

ZMIDIHOF, ALEXANDER e t  LEIDY , 1953 ) . En e f f e t ,  l e s  t r a n s f o r m a t i o n s  

a v a i e n t  pu ê t r e  i n d u i t e s  p a r  des  p r é p a r a t i o n s  de DNA i s o l é s  à par- 

t ir  des  d i f f é r e n t s  t y p e s  de b a c t é r i e s .  



Ces p r é p a r a t i o n s ,  s e l o n  HOTCHKISS ( 1 9 4 9 ) , n e  c o n t e n a i e n t  

que des  t r a c e s  d ' i m p u r e t é s  e t  v o y a i e n t  l e u r  pouvo i r  t r a n s f ~ r m a n t  

d é t r u i t  pa r  l q a c t i o n  d e  l a  d e s o x y r i b o n u c l ~ a s e ,  t a n d i s  que c e  pou- 

v o i r  e t a i t  n a i n t e n u  a p r è s  a c t i o n  de  d i v e r s e s  p r o t é a s e s ,  

Dès c e  ~ . ionen t ,  d l c , u t r e s  e s s a i s  e u r e n t  l i e u  dans  l e  s e n s  

d ' u n e  r e c h e r c h e  d ' e f f e t s  b i o l o g i q u e s  s p ~ c i f i q u e s  dont  l e  DNfi s e -  

r a i t  l e  p r i n c i p e  a c t i f  ; c ' e s t  a i n s i  que MAZIA (1949)  o b s e r v e  une  

i n h i b i t i o n  du développement  d '  embryons c u l t i v é s  dans  des  m i l i e u x  

c o n t e n a n t  du DNH de l1 e s p è c e  homologue, T o u t e f o i s ,  c e s  o b s e r v a t i o n s  

n e  peuvent  ê t r e  c o n f i r m é e s  ; THOMAS, STEINERT, GOTHIE e t  BRACHET 

(19521, & t u d i a n t  l e  développement  d1  o e u f s  f é c o n d é s  de  d i v e r s  amphi- 

b i e n s  dans des  s o l u t i o n s  de  DNiL de p rovenances  d i v e r s e s ,  n 1  obse r -  

v è r e n t  aucun r é s u l t a t  comparable  a ceux  de HIKZIA. 

Cependant ,  l a  n o t i o n  s e l o n  l a q u e l l e  l ' a c i d e  désoxyr ibo -  

n u c l é i q u e  s e r a i t  p o r t e u r  de 1' i n f k r m a t i o n  g é n é t i q u e ,  s e  t r o u v a  

c o n f i r m é e  pa r  l e s  r e s u l t a t s  i' z u t r e s  t r a v a u x  parmi  l e s q u e l s  il 

f a u t  c i t e r  c e u x  de SZRSHEY e t  CELSE (1952)  q u i  m o n t r è r e n t  que s e u l  

l e  DNii du b a c t e r i o p h a g e  e s t  t r a n s m i s  de  g é n é r a t i o n  en  g é n é r a t i o n .  

La p c r t é e  de c e s  d é c o u v e r t e s  é t a i t  c o n s i d é r a b l e  ; une 

s u b s t a n c e  ch imique  s s é t a i t  r & v é l C e  c a p a b l e  d ' i n d u i r e  l a  t r a n s f o r -  

ma t ion  d ' une  e s p è c e  v i v a n t e  en l u i  2 e r m e t t a n t  de r é a l i s e r  d e s  syn-  

t h è s e s  n o u v e l l e s  ; un  DNA é t r a n g e r  é t a i t  c a p a b l e  de c o n f é r e r  une 

e x p r e s s i o n  phéno typ ique  n o u v e l l e ,  c a r a c t é r i s t i q u e  de l a  souche  

donneuse e t  c e t t e  n o d i f i c a t i o n  é t a i t  h k r é d i t a i r e  , corme s i  l a  molé- 

c u l e  r e s p o n s a b l e  s '  i n c o r p o r a i t  au p a t r i m o i n e  g é n é t i q u e  de l1 e s p è c e ,  

par l a  s u i t e ,  l e s  r e c h e r c h e s  s o r t i r e n t  du c a d r e  d e  l a  

b a c t é r i o l o g i e ,  q u i  f o u r n i s s a i t  au &?art un m a t é r i e l  de c h o i x  e t  



s ' é t e n d i r e n t  aux  c e l l u l e s  de mammifères q u i ,  en  c u l t u r e  i n  v ivo  ou 

i n  v i t r o ,  o f f r a i e n t  de g randes  p o s s i b i l i t é s  pour l ' é t u d e  d ' u n e  u t i -  

l i s a t i o n  p o s s i b l e  d 'un  DFJL exogène. 

C ' e s t  a i n s i  que WILCZOK (1961, 1962,  1 9 6 2 ~ )  admet que l e s  

c e l l u l e s  de l ' hépa tome  a s c i t i y u e  de NOVIKOFF u t i l i s e n t ,  i n  v i t r o ,  

du DNA, t a n t  honologue qu ' h é t é r o l o g u e .  Avec des  c e l l u l e s  d 'Ehrl i .cn 

comiae r n e t é r i e l ,  c e t t e  f o i s ,  c e  même z u t e u r  montre que c e s  c e l l u l e s  

u t i l i s e n t  moins b i e n  un DEA d é n a t u r é  p a r  l a  c h a l e u r  ou dégradé  p a r  

( X I  a c t i o n  ~ ~ é c  an ique  yu ' un  DNA polymér isé  f r a î chement  p r é p a r é  . 
S I R O T N B K  e t  HUTCHINSON (1959) o b t i e n n e n t  une p r i s e  r a p i d e  

de DNL marqué a u  "P dans des c e l l u l e s  L 1210 c u l t i v é e s  i n  v ivo .  

MblOS (1961) o b s e r v e ,  s u r  embryon de p o u l e t ,  que l e s  c e l -  

l u l e s  s o n t  c a p a b l e s  d ' i n g é r e r  du DNA h é t é r o l o g u e  , dl a u t a n t  mieux 

s ' i l  e s t  donné s o u s  forme de n u c l é o p r o t é i n e  (DNA g a i n é  de p ro tamine )  

p ro tégé  a i n s i  d ' u n e  a c t i o n  é v e n t u e l l e  de l a  Dltase endogène. 

BORENFREUXD, ROSENKRANZ e t  BDTDICH ( 1959 ) obs e r v e n t  

également  une p r i s e  de DRA exogène p a r  des  c e l l u l e s  de mammifère 

en  c u l t u r e  de t i s s u s ,  

BORENFRSU1TD e t  BENDICH (1961 ) conf i rment  pûr  a u t o r a d i o -  

g r a p h i e  l e u r s  r é s u l t a t s  e n t é r i e u r s  e t  montrent  que l e  DNL ou s e s  

p r o d u i t s  de d é g r a d a t i o n ,  q u i  o n t  é t é  a b s o r b é s  pa r  l e s  c e l l u l e s  

HeLa, s o n t  l o c a l i s & s  au n iveau  du noyc'u e t  que l a  r a d i o a c t i v i t é  

peu t  en ê t r e  e n l e v é e  q u h n t i t a t i v e m e n t  p a r  l ' a c t i o n  de l a  DNase. 

c e s  o b s e r v a t i o n s  o n t  é t é  conf i rmées  p a r  I~EIZEL e t  KAY (1966) .  



BENDICH (1961)  montre que l o r s q u e  l e s  c e l l u l e s  HeLa en 

c u l t u r e  s o n t  mises  en p résence  de DNN t r i t i é  i n  v i t r o  pendant  

24 h e u r e s  à 3 7 O C ,  une q u a n t i t é  é g a l e  a e n v i r o n  1 0  du con tenu  en 

DNI, des  c e l l u l e s  e s t  i n c o r p o r é e  par  l e s  c e l l u l e s .  S i  l1expér imen-  

t a t i o n  e s t  f a i t e  à  OC, on n f o b s e r v e  que peu ou pas de uarquage  

des  c e l l u l e s .  

D '  a u t r e s  a u t e u r s ,  en c o n c l u s i o n  de l e u r s  t r a v a u x ,  arri- 

ven t  aux mêmes o b s e r v a t i o n s  (KING e t  BENSCX, 1960 ; C H O U Z Y ,  BAL- 

D I V I N  e t  BOUTIJELL, 1960 ; C H O H s Z Y ,  1962 ; CIIORILLY e t  BENDICH, 1963 ; 

RABOTTI , 1963 ) . 
Dans l a  p l u p a r t  des  t r a v a u x ,  on ne p o u v a i t  cependant  

r e j e t e r  1' i n t e r v e n t i o n  p o s s i b l e  d 'un  mécanisme de d é g r a d a t i o n  s u i v i  

de  r e s y n t h è s e .  

Ce d e r n i e r  mécanisme semble pouvoir  ê t r e  e x c l u ,  s u i t e  

aux  e x p é r i e n c e s  de RIEKE (1962) e t  à c e l l e s  de IiILCZOK ( l 9 6 2 )  q u i ,  

s u r  c e l l u l e s  de tumeur a s c i t i q u e ,  montrent  que l l u t i l i s a t i o n  e s t  

m e i l l e u r e  l o r s q u t o n  f o u r n i t  l e  Dflh polymér isé  (homologue ou non)  

que l o r s q u ' o n  f o u r n i t  l e s  p r o d u i t s  de d e g r a d a t i o n  enzymatique 

(DNase) de c e  nêne DNA. 

SUNG e t  QUaSTEL ( 1 9 6 3 ) ~  é t u d i a n t  l e s  e f f e t s  de l ' i r r a d i a -  

t i o n  s u r  l e  DNA, o b s e r v e n t  que l e s  c e l l u l e s  d ' a s c i t e  a c c e p t e n t  

moins b i e n  l e  DNu i r r a d i é  que l e  DNA n a t i f  ou même déna tu ré  p a r  l a  

c h a l e u r .  

des  a r g u n e n t s  p l u s  d i r e c t s  en f a v e u r  d 'une  u t i l i s a t i o n  

s a n s  d é g r a d a t i o n  p r é a l a b l e  du DNu, s o n t  f o u r n i s  par  d  a u t r e s  au- 

t e u r s  . 
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GARTLER (1959,  1960) u t i l i s e  du DPtA marqué au C ,  c e  q u i  

l u i  permet d ' a p p r é c i e r  l a  q u a n t i t é  de D N h  u t i l i s e e ,  e t  du D N h  m a r -  

qué p a r  un atome l o u r d  ( g r â c e  A l a  5 -b rono-désoxyur id ine ) ,  q u i  l u i  

permet de s u i v r e  par  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de c h l o r u r e  de césium 

l e  s o r t  du DT7k i n g é r k .  L ' a u t e u r  montre que l e s  c e l l u l e s  de l a  l i g n é e  

L de Z a r l e ,  abso rben t  une  q u a n t i t é  de horfiologue é g a l e  à env i ron  

1 C/6 du DPJii c o n s t i t u t i f  e t  que c e  DNk e s t  i n g é r é  s a n s  grande  modif i-  

c a t i o n  c a r  il r e t r o u v e ,  a s s o c i e  au  Dl?k des  c e l l u l e s  h ô t e s ,  un DNA 

q u i  possède  l e s  mêmes p r o p r i é t é s  ( d e n s i t é  e t  l a r g e u r  de bande dans 

l e  g r a d i e n t )  que l e  DNA f o u r n i .  

BENSCH, SIî4BOT?IS, HILL e t  K I N G  ( 1 9 5 9 ) ,  a i n s i  que BENSCH 

e t  K I N G  (1961) a r r i v e n t  à des  c o n c l u s i o n s  ana logues  en u t i l i s a n t  du 

DNA a s s o c i é  à dne  p r o t é i n e .  

IULY (1961 ) obse rve  une i n c o r p o r a t i o n  de DTik e x t r a c e l l u -  

l a i r e  de p o i d s  m o l é c u l a i r e  é l e v é  dans l e  DEA n u c l é a i r e  des  c e l l u l e s  

de tumeur d '  a s c i t e  d '  E h r l i c h - L e t t r é  l o r s q u e  c e s  d e r n i è r e s  s o n t  i n -  

cubées  i n  v i t r o .  Le D N h  exogène ne s u b i t  p a s ,  ou peu,  de remaniement 

e t  e s t  i n c o r p o r é  dans l e  DNA c e l l u l a i r e .  

SCBIPIIZU,  K0Y~i4-t e t  IkrKFUCHI (1 962) pensen t  pouvoir  con- 

c l u r e  de  l e u r s  e x p é r i e n c e s  que l e s  c e l l u l e s  de l a  tumeur d ' a s c i t e  

d f  E h r l i c h  peuvent  u t i l i s e r  du DNA homologue ou non,  p a r  un proces-  

s u s  q u i  n s e s t  pas i n h i b z  a u  même t i t r e  que l a  s y n t h S s e  du DNA, par  

l a  p r é s e n c e  de L ' u r a c i l e - m é t h y l  s u l f o n e ,  c e  q u i  6 c a r t e  l ' i n t e r v e n -  

t i o n  e x c l u s i v e  d 'un  mecanisme de s y n t h è s e  à p a r t i r  de p r o d u i t s  

d ' h y d r o l y s e  du DNA f o u r n i .  

D ' a u t r e s  a u t e u r s  on t  poussé l ' e x p é r i m e n t a t i o n  p l u s  l o i n  

encore .  



HILL e t  DRHSIL ( 1 9 6 0 ) ~  HILL (1961,  1961a) ,  BILL e t  

JAKUBICKOVA (1962)e t  HILL (1952) i n j e c t e n t ,  p a r  v o i e  i n t r a v e i n e u s e ,  

des  lymphocytes marqués à des  s o u r i s  i r r a d i é e s  p a r  800 r de rayonsX, 

24 h e u r e s  auparavan t .  Ils montrent  que l e  D N A - ~ ~ P  l i b é r é  i p a r t i r  de 

c e s  lymphocytes s e  r e t r o u v e  au n iveau des  c e l l u l e s  de l a  m o e l l e  os- 

s e u s e ,  du thymus e t  de l a  r a t e .  Ces o b s e r v a t i o n s  o n t  é t é  conf i rmées  

p a r  d '  a u t r e s  a u t e u r s  (RIEKE, 1962 ; DU);OFJT, APVAZILJT e t  IVlcCLUSKEY, 

1962 9 FICHSZLIUS e t  GROTII, 1963 ; BI IYdU,  1963 ; BliSERGli e t  

KISIELZSKI, 1963).  

DJORDJEVIC, KOSSIC e t  U i N h Z I R  (1962) ,  MILESIC, PETROVIC e t  

ZnLEC (7963) obse rven t  une  r e s t a u r a t i o n  des  c e l l u l e s  L  i r r  a d i e e s  

p a r  U.V. ou aux rayons  X, s i  c e s  c e l l u l e s  s o n t  c u l t i v é e s  en p r é s e n c e  

de DNA homologue po lymér i sé .  Dans c e s  d e r n i è r e s  e x p é r i e n c e s ,  l e  DNA 

homologue e s t ,  non seu lemen t  e n t r é  dans l e s  c e l l u l e s ,  mais il y a 

é t é  a c t i f  puisque  s e u l e s  l e s  c e l l u l e s  ayan t  & t é  maintenues  en  présen-  

c e  de DNA peuvent ê t r e  r e c u l t i v é e s .  

SI\;ITB e t  CRESS (1961) é t u d i e n t  l ' e f f e t  de DWn de tumeur 

s u r  des  c u l t u r e s  de f i b r o b l a s t e s  e t  obse rven t  une i n h i b i t i o n  de l a  

c r o i s s a n c e  l o r s q u e  l e  DNX f o u r n i  p r o v i e n t  de c e l l u l e s  de tumeur 

d ' a s c i t e  d ' E h r l i c h ,  t a n d i s  q u ' i l s  n s o b s e r v e n t  pas  d ' e f f e t  avec du 

DNA grovenant  du sarcome 1c0.  

LEUCBTENBERGER, LEUCHSENBERGER e t  UYEKI (1958, 1962) 

s i g n a l e n t  a v o i r  observé  d e s  changements s y t o l o g i q u e s  dans l e  f o i e  

de s o u r i s  ayant  r e ç u ,  en i n j e c t i o n  i n t r a p é r i t o n é a l e ,  du DNZI p r é p a r é  

à p a r t i r  de turileur. 

PODGAYETSILAYA, BRESLER e t  OLENOV (1959,  1962)  é t u d i e n t  

un e f f e t  p o s i t i f  des  a c i d e s  n u c l é i q u e s  s u r  l a  r e s i s t û n c e  aux médi- 

caments  . 



FREDERIC e t  CORIN-FREDERIC (1962) o b t i e n n e n t  d e s  r 6 s u l t a t s  

q u i  n o n t r e n t  l ' a p p c r i t i o n  de i . A o d i f i c a t i o n s  des  ch ronosones  e t  du 

k a r y o t y p e  d e s  c e l l u l e s  d'eiabryons clc p o u l e t ,  c u l t i v é e s  i n  v i t r o  en  

p r4cence  de  DNA de t h y n u s  de vê?~u, 

GI?iLIN, Fz'IRQUBL~RSON e t  LEACH ( 1963 ) & t u d i e n t  1 e f f e t  du 

DNdL t r a n s  I o r n z n t  de B. s u b t i l i s  ~ i u r q u 6  au  b r ~ r ~ i o u r n c i l  s u r  l a  c r  o i s s n n c e  

d e s  c e l l u l e s ,  

L C H I M I Z U  c t  ILL~FUÇJII (1952) o b s e r v e n t ,  - i n  v i t r o ,  une  i n h i -  

b i t i o n  du d($veloppeilent de li. tumeur c : s c i t i que  en  p r b s e n c e  de  DNi; 

i o d 4  . 
MEIZEL e t  EGIY (1965 ) rn ; ?por t en t  l e s  r ~ s u l t a t s  d f  expCr iences  

f a i t e s  i n  v i t r o  s u r  c e l l u l e s  de tumeur d ' a s c i t e  E h r l i c h - L e t t r G  q u i  

c o n f i r n z n t  , e n  l e s  e x p l i c i t z n t  , ceux  o b t e n u s  a u p a r a v a n t .  Des c e l l u l c s  

a n i n u l e s  en  c u l t u b e  s o n t  c a p u b l e s  d ' i n c o r p o r e r ,  s a n s  Le dGgrader ,  du 

DNJL polyl ; l&ris& exogène.  Lf  exc.r,len de  l ' a c t i v i t é  s p 6 c i f i q u e  du r a p p o r t  

cdCnine-thymine du I j N z ,  a y î n t  s e r v i  à 1' e x p é r i n e n t a t i o n  mont re  que 

ce  r a p p o r t  r e s t e  r e l a t i v e n e n t  c o n s t a n t ,  c e  q u i  s u g g è r e  q u ~  l e  DNA 

r e s t e  p o l y m é r i s l  pendant l e  p r o c e s s u s  dd p ~ n S t r n t i o n  dans  l e  90ydU. 

L ' i n c o r p o r a t i o n  s e  f a i t  donc s a n s  d d g r a d z t i o n  e t  e s t  naximun pendant  

l e s  75 preu i i è r e s  rLi inutes  de l ' i n c u b a t i o n .  Les s.ut?urç o n t  n u s s i  ob- 

s e r v é  que l ' i n c o r p o r a t i o n  & t a i t  p l u s  i ~ ~ i p o r t n n t e  e n  1' absence  de  g lu-  

c o s e  q u ' e n  p r c s e n c e  de 2.10-'~i de g l u c o s e ,  n n i s  q u ' e l l e  é t a i t  maxi- 
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male à l a  c o n c e n t r a t i o n  de 2 - 1 0  M de g l u c o s e .  D ' a u t r e  p a r t ,  l e  

f l u o r u r e  de sodium i n h i b e  l ' i n c o r p o r a t i o n ,  t a n d i s  que l c  d i n i t r o p h é -  

n o 1  l n  s t i m u l e  ; pc:r c o n t r e ,  e n  ~ ~ r c s e n c e  de f l u o r u r e  à t  de d i n i t r o -  

phGnol,  l ' i n h i b i t i o n  e s t  p l u s  g rande  q u ' e n  p r c s e n c e  de f l u o r u r e  s e u l .  

Ce q u i  s u g g è r e  que l a  r e s p i r a t i o n  e t  l n  g l y c o l y s e  s o n t ,  t o u t e s  deux,  

engagées  dans  12 î o u r n i t u r e  d e  l ' c n e r g i e  r e q u i s e  pour  l l i n c o r p o r a t i o n  

du DNA p o l y n i r i s k  k n s  l e s  c e l l u l e s .  



Avec l e s  r é s u l t a t s  obse rvés  par KRAUS (1961) e t  SZYSkLSKY, 

SZYBhLSKA e t  RuGNI  (1961) une n o u v e l l e  é t a p e  a l l a i t  ê t r e  f r a n c h i e .  

Leurs  r e s u l t a t s  s u g - è r e n t ,  en e f f e t ,  que l e  DEA i n c o r p o r e  a dû ê t r e  

i n t é g r é  dans l e  génome des  c e l l u l e s  h ô t e s .  

Pour MiWUS ( 1961 ) , dans l a  ~ o e l l e  o s s e u s e  humaine e n  

c u l t u r e  de t i s s u ,  du 31 ;~  S t r a n g e r  a pu engendre r  l a  p r o d u c t i o n  

d 'une  s u b s t a n c e  q u i  ne  s e  t r o u v a i t  pas norillalel!ient dans l e  t i s s u .  

Des c e l l u l e s  de moe l l e  o s s e u s e  provenant  d ' u n  malade a t t e i n t  d s  ané- 

mie f a l c i f o r m e  (homozygote-hémaglobine S )  o n t  é t é ,  en c u l t u r e ,  m i -  

s C s  en  p résence  de DNA e x t r a i t  de c e l l u l e s  de l a  moel le  o s s e u s e  

d ' u n  i n d i v i d u  normal (homozygote-hémoglobine A ) .  A p è s  une incuba-  

t i o n  s u f f i s a n t e ,  l ' a u t e u r  a pu n e t t r e  en  é v i d e n c e ,  pa r  é l e c t r o p h o -  

r è s e  e t  a n a l y s e  d e s  c h a î n e s  p o l y p e p t i d i q u e s  de l ' hémoglob ine ,  l a  

p résence  d 'hémoglobine  A dans l e s  c e l l u l e s  provenant  du p o r t e u r  

homozygote d '  hémoglobine S. Pour l e s  h6méglobines humaines, c  ha- 

que c h a î n e  p o l y p c p t i d i q u t  s y n t h é t i s e e  e s t  d i r e c t e m e n t  a p p a r e n t é e  à 

l a  p rhsence  d ' u n  gène oa d 'une  séquence  de DJ!ik dans l e s  chromosomes 

des  é r y t h r o b l a s t e s  p r é c u r s z u r s .  L ' a p p a r i t i o n  d 'une  hémoglobine 

'sanormaless semble donc Gtre  due au f a i t  que l e  U l i i ~  a j o u t é  à l a  c u l -  

t u r e  e s t  e n t r é  dans l e s  c e l l u l e s  e t  y  a provoqué une m o d i f i c a t i o n  

de l a  s y n t h è s e  de l ' hémoglob ine .  

SZYBHLSKY e t  SZYBhLSU (1962) e f f e c t u è r e n t  des e s s a i s  

pour dér'iontrer une t r a n s f  orraation gén6 t i q u e  due au DNk,  Des c e l l u l e s  

de moe l l e  o s s e u s e  humaine en  c u l t u r e  de t i s s u ,  i n c a p a b l e s  d ' u t i l i s e r  

l ' h y p o x a n t h i n e  ( d é f i c i e n t e s  en  1.Pi.P.-pyrophosphorylase& f u r e n t  

t r a n s f o r m é e s  en  c e l l u l e s  cornpé t e n t e s ,  pa r  i n c u b a t i o n  en p r é s e n c e  de 

DNk e x t r a i t  d ' u n e  souche  de c e l l u l e s  normales .  La f r équence  des  



t r a n s f o r m a t i o n s  e s t  du nêmc o r d r e  que c e l l e  obse rvée  chez c e r t a i n e s  

b a c t é r i e s .  I l  semble b i e n  que l e s  c e l l u l e s  an ima les  s o i e n t  c a p a b l e s  

de t r a n s f o r m a t i o n s  g é n d t i q u e s ,  mais l e s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  

s o n t  t r è s  d i f f i c i l e s  c a r  l e  système g é n é t i q u e  e s t  probablement p l u s  

complexe que chez  l e s  b a c t z r i e s .  

Des e s s a i s  en  vue Le r e p r o d u i r e  s u r  c e l l u l e s  somat iques  

e t  n u c l é é e s  des t r a n s l o r n a t i o n s  obse rvées  s u r  b a c t é r i e s  on t  é g a l e -  

ment é t é  t e n t é s  e t  r é u s s i s  p a r  PODGdYETSKAYk, BRESLER, SURIKOV, 

IGNsTOVA e t  OLENOV ( 1964). 

Du DNA n a t i f  i s o l é  A p a r t i r  de c e l l u l e s  t u ~ i o r a l e s  -souche 

r é s i s t a n t e  à l a  s a r c o l y s i n e  - a i n d u i t  l a  t r a n s f o r m a t i o n  d 'une  sou- 

che  s e n s i b l e  A l a  s a r c o l y s i n e .  La r é a c t i o n ,  pour l e s  a u t e u r s ,  e s t  

s p é c i f i q u e  ; en e f f e t ,  l e s  p r é p a r a t i o n s  de DNA s o n t  i n a c t i v é e s  p a r  

l a  D N a s d  e t  du DNA d ' a u t r e s  s o u r c e s  e s t  i n a c t i f .  De p l u s ,  l a  r é s i s -  

t a n c e  a c q u i s e  p a r  l e s  c e l l u l e s  t r a n s f o r m e e s  e s t  h é r é d i t a i r e .  

Les t r a n s f o r m a t i o n s  chez l e s  b a c t é r i e s  s o n t  a c t u e l l e m e n t  

b i e n  e t a b l i e s  e t  é t u d i é e s .  k  c e  j o u r ,  il semble que l e  DNA p u i s s e  

e n t r e r  i n t a c t  dans certaines c e l l u l e s  de rflamrflifères e t  d e v e n i r  

p a r t i e  i n t é g r a n t e  du noyau. luiais l e s  t r a n s f o r r a a t i o n s  s o n t  encore  

dans  une phase de r e c h e r c h e s  de p i o n n i e r ,  même s i  que lques  r é s u l -  

tats t r è s  i m p o r t a n t s  e t  s i g n i f i c a t i f s  o n t  é t é  ob tenus  p a r  c e r t a i n s  

a u t e u r s  (SZYBALSKY e t  S Z Y B A L S K A , ~ ~ ~ ~  ; KRAUS, 1961 ; PODGAYETSKAYA, 

BRESLER, SURIROV, IGNATOVB e t  OLENOV, 1 964) . 
Pour pouvo i r  i n d u i r e  une t r a n s f o r m a t i o n ,  l e  DNA d o i t  tra- 

v e r s e r  l a  membrane c e l l u l a i r e ,  s ' i n t é g r e r  au m a t é r i e l  g é n é t i q u e  de 

l a  c e l l u l e  e t  y engendre r  l a  p r o d u c t i o n  d ' u n e  s u b s t a n c e  ou d 'une  

p r o p r i é t é  q u i  é t a i t  a b s e n t e  avan t  lq e n t r é e  du DNA. 



S i  de  t e l s  phénomènes s o n t  d i f f i c i l e s  à démontrer  dans  

d e s  c e l l u l e s  i s o l 6 e s  ou en  c u l t u r e ,  i l s  s e r o n t ,  a p r i o r i ,  e n c o r e  

p l u s  d i f f i c i l e s  à m e t t r e  er- é v i d e n c e  dans  l ' a n i m u l  i n  t o t o .  

Des r e c h e r c h e s  o n t  ce sendûn t  é t é  e n t r e p r i s e s  dans  c e  s e n s  

e t  l e s  p r e m i e r s  t r a v a u x  q u i  r e l a t e n t ,  c h e z  l e s  an inaux  s u p é r i e u r s ,  

d e s  t r a n s f o r m a t i o n s  c  oi-iparables à c e l l e s  obkenues chez  l e s  bac  t é r i e s  

e t  l e s  c e l l u l e s  en c u l t u r e ,  s o n t  l ' o b j e t  de beauccup de d i s c u s s i o n s .  

BENOIT ( 1 9 5 7 ) ~  BENOIT, LEROY, VZKDRELY e t  VETJDRELY (1957a ,  

1957b,  1 9 5 7 ~ ~  1957d,  1958, 1959a ,  1959b,  1960a ,  1960b, 1 9 6 0 ~ )  o n t  

é t é  l e s  p r e m i e r s  à o b t e n i r  une n o d i f i c a t i o n  de c e r t a i n s  c a r a c t è r e s  

phéno typ iques  chez  l e  c a n a r d ,  g r â c e  à l a  média$ion d ' u n  DNA é t r a n g e r ,  

Les a u t e u r s  o n t  soumis à des  i n j e c t i o n s  i n t r a p é r i t o n & a l e s  d ' u n  ex- 

t r a i t  de DNli d e  c a n a r d  Xhaki Campbell ,  d e s  c a n e t o n s  Pékin .  Ceux-ci 

on t  p r é s e n t é ,  au  c o u r s  de  l e u r  déveL9ppemcnt u l t é r i e u r ,  des  m o d i f i -  

c a t i o n s  pheno typ iques  n o t a b l e s .  Le m é t i s s a g e  obtenu  pa r  l e  c r o i s e -  

ment d '  animaux m o d i f i é s  avec  d s  a u t r e s  no rnaux ,  p r o d u i t  une descen-  

dance  éga lement  m o d i f i é e ,  Les a u t e u r s  o n t  e n r e g i s t r é  deux e f f e t s  

d i f f é r e n t s  du D N a  : l ' u n  s u r  l e s  s u j e t s  i n j e c t é s  aux-m$mes, l ' a u t r e  

p l u s  é l o i g n é  s u r  l a  d e s c  endznce , consecpence  p r o b a b l e  d ' u n e  m o d i f i -  

c a t i o n  permanent e  c t  a p p a r e ~ i ~ ~ e n t  s t a b l e  du p a t r i m o i n e  h 6 r L d i t a i r e .  

D ' a u t r e s  e s s a i s  f u r e n t  t e n t é s  s u r  le mzne n a t é r i e l ,  m a i s  n i  BENOIT, 

L;EROP, VEDDRELY e t  VLNDRELY ( 'l960b ) , n i  SVO3ODA e t  HASKOVA ( 1959)  , 
n i  NOVIKOV, CHEPINOGH e t  LYUBdIRSKAYB (1961)  ne ptir,ee% r e p r o d u i r e  

l e s  p r e m i è r e s  e x p e r i c n c  e s  de BENOIT (1957) .  

L ' e f f e t  de l ' i n j e c t i o n  de DNA 4 t r a n g e r  s u r  l e  déve loppe-  

ment des  c a r a c t è r e s  h é r g d i t a i r e s  s ' e s t  a v é r é  n é g a t i f  éga lement  dans 



1' e x p é r i m e n t a t i o n  de c e r t a i n s  a u t e u r s  : 

- s u r  p o u l e s  : NOVIKOV, CHEPINOGA e t  L Y U B A R S K ~ Y A  ( 1 9 6 1 )  

TOLOKONNIKOVA, MOISEYEVA e t  BOGATYREVA (1961) 

KUSHNER, TOLOKONNIKOVA, MOISEYEVA, BOGATYREVA 

e t  SN&IEIJSBLYA ( I 961 ) 

BOGaTYREVd , S ~ ~ ~ S K A Y ~ ~ ,  KUSHNER , MOISEYEVA 

e t  TOLOKONNIKOVA ( 1961 ) 

SCHOFFNER,  BURGER, ROBERTS e t  LEIGHTON (1962). 

- s u r  s o u r i s  : KOK ( 1 9 5 9 ) ;  YOON ( 1 9 6 4 ) ;  YOON e t  SABO ( 1 9 6 4 ) .  

- s u r  l a p i n s  : T I G Y I ,  BENEDECZKY e t  L I S S A K  ( 1 9 5 9 )  

BEATTY e t  B I L L E S T  (1961 1. 

- s u r  rats : PERRY e t  ViALKER ( 1 9 5 8 ) ;  BEARN e t  K I R B Y  ( 1 9 5 9 ) .  

- s u r  v e r s  à s o i e  : AOUSTxOUROV, BEDNIAKOVA, GUINSBOURG, Z B A R S K I  

e t  RAMENSKAIA ( 1 9 6 0 ) ~  

- s u r  a x o l o t l s  : B I L L E S T ,  SAPIILTON e t  NEPYTH ( 1 9 6 4 1 ,  

T o u t e f o i s ,  K A R P F E L ,  SLOTOVA e t  PALECK ( 1 9 6 3 )  o b s e r v e n t  

des  a b e r r a t i o n s  chromosomiques chez  l a  s o u r i s  , a p r è s  i n j e c t i o n  de 

DNA p u r i  f i é  1 ' animal. 

Chez IDrosophilü rnelanogas t e r  , FAEtIY e t  FLIHMY ( 1961 , 1962, 

1963, 1964, 19G5a, 1 9 6 5 b )  o b s e r v e n t  une a c t i o n  "mutagènefs l o r s q u e  

du DNl* é t r a n g e r  e s t  i n j e c t b  dans l 'haemocoele  de mâles  a d u l t e s .  

i I A R T I N O V I T C H ,  KANAZIR,  KNEZEVITCH e t  S I I I I T C H  ( 1 9 6 1 )  i n -  

j e c t e n t  du D N h  polymér isé  dans l a  v e i n e  v i t e l l i n e  d'embryons de 

p o u l e t  e t  l e s  a u t e u r s  obse rven t  des  changements t é r a t o l o g i q u e s  

dans l a  descendance ,  a i n s i  que des  changerflents dans l a  c o u l e u r  du 



plumage. Ces rnênes a u t e u r s  (1962) o b s e r v e n t ,  o u t r e  un  changement 

de  c o u l e u r  du plumage, l s a p p a r i t i o n  d 'un  nouveau t y p e  d 'hémoglobine 

chez  l a  descendance des  animaux t r a i t é s  e t ,  dans t o u t e s  c e s  expé- 

r i e n c e s ,  1' i n t e r v e n t i o n  du DNA i n j e c t e  p a r a î t  v ra i semblab le .  

Notons i c i  qu 'au  c o u r s  des  v i n g t  d e r n i è r e s  a n n é e s ,  p lu -  
s i e u r s  t r a v a u x  ont  eu  pour but  de mont re r  que des  i n j e c t i o n s  répSB 
t é e s  de s a n g  d ' o i s e a u  à d ' a u t r e s  o i s e a u x  de r a c e  ou de genre  d i f f é -  
r e n t s  p r o d u i s a i e h t  d e s  e f f e t s  s u r  l a  desc  endnnce. Comme l e s  g l o b u l e s  
rouges  a v i a i r e s  s o n t  n u c l h é s ,  p e u t - ê t r e  peut-on r a p p r o c h e r  c e s  r é -  
s u l t a t s  de ceux ob tenus  l o r s  d ' i n j e c t i o n  de D N h  p u r i f i é .  SOPIKOV 
(1950,  1954, 1958) o b t i e n t ,  l e  p r e m i e r ,  des  m o d i f i c a t i o n s  de pluma- 
g e  dans l a  descendance d'animaux i n j e c t é s  avec  du s a n g  é t r a n g e r .  

BRATAVOV ( '1954 ) , GROI4OV e t  FEOKTISTOV ( 1956,  1958, 1959 ) 
GROIIOV e t  POLETSKI 1 ( 1962 ) , KUSHNER ( 1956, 1957, 1958 ) , TOLOKONNI - 
KOVk e t  KOISEYEVA (19581, TCLOKONNIKOVA ( 1 9 5 9 ) ~  PENIONZKEVITCH e t  
MISIN (19591, KUSHNER, TOLOKONNIKOVA e t  MOISEYEVA (1959) ,  STROUN, 
STROUN-GUTTIERES, ROSSI-ROESGEN, ROSSI e t  STROUN (1958a, 1958b, 
1962a ,  1962b,  1963a, 1963b),  SVOBODA ( 1 9 5 9 ) ~  QUATREFAGES e t  SABA- 
TIER (19611, LEROY (1962a,  1962b, 1963) ,  LEROY e t  BENOIT (1963,1966) 
o b t i e n n e n t  d e s  r é s u l t a t s  analogues .  

'ependant,  l e s  r d s u l t a t s  o b s e r v é s  a p r è s  i n j e c t i o n s  r é p é -  
t é e s  de s a n g  ne s o n t  pas  nécessa i r emen t  comparables à ceux  o b t e n u s  
l o r s  d ' i n j e c t i o n  de DNA. BENOIT (1957)  a p r è s  i n j e c t i o n  de DNA obse r -  
v e  deux e f f e t s ,  l ' u n  s u r  l e s  s u j e t s  i n j e c t é s ,  l ' a u t r e  s u r  l a  descen- 
dance ,  t a n d i s  que STROUN, STROUN-GUTTIERES, ROSSI e t  STROUN (1963a) ,  
a p r è s  i n j e c t i o n  de s a n g ,  s i g n a l e n t  que l e s  m o d i f i c a t i o n s  n '  a p p a r a i s -  
s e n t  pas c h e z  l e s  v o l a t i l e s  i n j e c t é s ,  mais à l a  g e n é r a t i o n  s u i v a n t e ,  
indépendamlent  de t o u t e  i n j e c t i o n .  Pour c e s  d e r n i e r s  a u t e u r s ,  l e s  
modTifications e n r e g i s t r é e s  ont  é t é  provoquées p a r  l e  t r a i t e m e n t  
q u i  a u r a i t  i n h i b é ,  dans  l a  descendance ,  c e r t a i n s  mécanismes r é p r e s -  
s e u r s  e t  f a v o r i s é  l ' e x p r e s s i o n  de g l n e s  c r y p t i q u e s ,  

LEROY, BENOIT, VENDRELY e t  VENDZELY (1964) i n j e c t e n t  un  
e x t r a i t  de s u b s t a n c e s  n u c l é a i r e s  d ' é r y t h r o c y t e s  e t  o b s e r v e n t ,  d è s  
l a  première  g é n é r a t i o n ,  une f o r t e  e x t e n s i o n  des  eumélanines du p lu -  
mage comparable à c e l l e  obtenue a p r è s  i n j e c t i o n  de s a n g  t o t a l ,  mais  
avec  une i n t e n s i t é  e t  un  pourcentage  p l u s  é l e v é s .  

C I L I N G A R J ~ ,  PAVLOV e t  ~%~GAKJ&? (1960) on t  également  ob- 
t e n u  des changements de  p igmenta t ion  chez  l e  carLard P é k i n ,  s u i t e  à 
d e s  i n j e c t i o n s  de noyaux c e l l u l a i r e s  d '  a u t r e s  e spèces .  

PIKU e t  SUSCKKk ( '1955,  19561, a p r è s  i n j e c t i o n  de s a n g  
d ' o i e  à des  c a n a r d s ,  o b s e r v e n t  une augmenta t ion  s i g n i f i c a t i v e  de 
l a  p r o d u c t i o n  d ' o e u f s ,  m a i s  ne f o n t  pas  ment ion  de m o d i f i c a t i o n  
de plumage. 

KOSIN, KAT0 e t  bJEISBROTH (1961 ) e t  BUSCHINELLI (1962) 
n t  obse rven t  aucun e f f e t  dans l a  descendance d'animaux i n j e c t é s  de 
s a n g  c i t r a t é ,  



A c t i v a t i o n  métabol ique  a p r e s  i r r a d i a t i o n  

Il y a à peu p r è s  une  décenn ie ,  DETRE e t  FINCH (1958 )~  

LUTSHNIK (1958), PU\TJEVRC e t  IQiEaZIR (1958),  K U T A Z I R ,  PrYNJEVAC, 

CfiCUK, RIaTIC e t  KRdINC-iI \ i IC (1958) o b s e r v a i e n t  que des  e x t r a i t s  

b r u t s  d l  l e v u r e  ou de t i s s u s  animaux a s s u r a i z n t  une c e r t a i n e  pro- 

t e c  t i o n  e t  amenaient  une c e r t a i n e  " r e ~ t a u r a t i o n ' ~  chez  d e s  animaux 

i r r a d i é s .  Les a c i d e s  n u c l é i q u e s  i s o l é s  de c e s  e x t r a i t s  s e  montrent  

a u s s i  e f f i c a c e s  que l e s  c x t r a i t s  eux-mêmes e t  pour KiiNAZIR, BECKA- 

REVIC, PANJEVAC, SII- I IC e t  RISTIC (1959) ,  l a  r e s t a u r a t i o n  obse rvée  

p a r  l e s  e x t r a i t s  de l e v u r e  ou de t i s s u s  animaux e s t  n u l l e  s i  c e s  

e x t r a i t s  s o n t  t r a i t é s  p a r  l a  DNase, 

FLOERSHEIM (1962a,  1962b) é t u d i e  l e s  e f f e t s  de c e l l u l e s  

de moe l l e  o s s e u s e  i n j e c t é e s  à d e s  animaux i r r a d i é s  e t  o b t i e n t  des 

i n d i c a t i o n s  s u r  une a c t i o n  p o s s i b l e  des  a c i d e s  n u c l é i q u e s  au  n iveau 

c e l l u l a i r e .  

Tous l e s  a u t e u r s  ne r e c o n n a i s s e n t  pas au  DNA n u c l é a i r e  
des  é r y t h r o c y t e s  un r ô l e  p répondéran t  dans l e s  m o d i f i c a t i o n s  enre-  
g i s t r é e s  l o r s  d ' i n j e c t i o n  de s a n g  t o t a l .  

KUSHNER, TOLOK0NT':IICOVA e t  I",IOISEYEVA (1  959 ) pensen t  pou- 
v o i r  c o n c l u r e  de l e u r s  r é s u l t a t s  que l e  plasma pauvre  en  DNA e s t  
p l u s  a c t i f  que l a  f r a c t i o n  n u c l k a i r e  r i c h e  en DNA. 

Les mêmes a u t e u r s  (1960) s e  demandent s i  l e s  p r o t é i n e s  
ne p o u r r a i e n t  pas j o u e r  un c e r t a i n  r ô l e .  

KUSIDTER , TOLOK0NNI:COVA , MOISEYEVA , BOGATYREVA e t  SN2ITIENS- 
U Y i i  ( 1961) ,  n ' a y a n t  pas  obtenu de r 4 s u l t a t s  avec des  i n j e c t i o n s  de 
DNX p u r i f i é ,  pa r  v o i e  i n t r a v e i n s u s e ,  t r o u v e n t  a i n s i  c o n f i r m a t i o n  de 
l e u r  hypothèse  (1959) s e l o n  l a q u e l l e  l e  DNii n ' e s t  pas  s e u l  en cause  
dans l e s  m o d i f i c a t i o n s  obse rvées  a p r è s  i n j e c t i o n  de s a n g  non f r a c -  
t i onné. 

TOLOKONNIKOVA, MOISEYEVA e t  BOGATYREVA (1961)  exposent  
l a  même e x p é r i e n c e  e t  12s mêmes c o n c l u s i o n s  que l e s  a u t e u r s  précé-  
d e n t s .  



DJORDJEVIC, KOSSIC e t  K f d X Z I R  (1962) montrent  que l e s  c e l -  

l u l e s  L i r r a d i é e s  p a r  U.V. ou r ayons  X peuvent  ê t r e  ' v r e s t a u r é e s u  s i  

e l l e s  s o n t  c u l t i v é e s  en p résence  de DN1i i s o l o g u e .  

HUDNIK-PLEVNIIZ, GLISIN e t  SIPIIC (1  959 ) , SuVKOVIC ( 1963 ) , 
TIILETIC, PETROVIC e t  Z A U K  (1963) é t u d i e n t  l a  r e s t a u r a t i o n  a p p o r t é e  

p a r  des  i n j e c t i o n s  de DNA à des  rats i r r a d i é s .  

SCHPIIDT, HUBER e t  CONSELLE ( 1 9 5 9 ) ~  PIAISIN, DU'lIONT e t  

D U N J I C  (7960) n ' o b s e r v e n t  pas  d ' e f f e t  t h é r a p e u t i q u e .  

LiRPFEL, P~LLECEK e t  SLOTOVA ( 1 9 6 2 ) ~  IIILCZOK (1962) ,  é t u -  

d i a n t  l e  mGcanisme e t  l e s  c o n d i t i o n s  de r e s t a u r a t i o n ,  obse rven t  une 

a c t i o n  avec  des DNA i s o l o g u e s ,  homologues e t  même h & t & r o l o g u e s .  

LIBINSON , KONSTANTINOVA, MUKSINOVA, POPOVA e t  ROGACIYEVA 

(1963) n o t e n t  une s t i m u l a t i o n  du système hématop&$tique chez  des  

animaux i r r a d i é s ,  a u s s i  b i e n  avec des  i n j e c t i o n s  i n t r a p é r i t o n é a l e s  

qu '  i n t r z ive ineuses  de DNA. 

POPOVIC, BSCBVERIC, G L N A Z I R ,  STOSIC e t  PANTIC (1963) mon- 

t r e n t ,  chez  des r a t s  q u i  on t  s u b i  une i r r a d i a t i o n  A dose l e t a l e ,  

q u ' a p r è s  i n j e c t i o n  de DNA de f o i e  t r i t i é  l e s  noyaux des  spermnto-  

g o n i e s  ( e t  non des  c e l l u l e s  de S e r t o l i )  s o n t  marques. 

PAOLETTI, REBICRE, ILUBIN e t  TUBIHNA (1964)  obse rven t  une 

r é c u p é r a t i o n  p l u s  r a p i d e  du po ids  e t  du nombre i n i t i a l  de l e u c o c y t e s  

c h e z  das  aninnux i r r a d i é s  i n j e c t é s  de DNA que chez  l e s  c o n t r ô l e s  non 

t r a i t é s ,  

Dans un t r a v a i l  r h c e n t ,  liILCZOK e t  MENDECKI (1965) é t u d i e n t  

l ' e f f e t  t h é r a p e u t i q u e  du D N ~ I  de d i f f é r e n t e s  s o u r c e s  e t  de d i f f é r e n -  

t e s  q u a l i t é s  s u r  d e s  r a t s  a y a n t  s u b i  une i r r a d i a t i o n  gamma à dose 



l é t a l e .  Les a u t e u r s  o b s e r v e n t  une augmenta t ion  s i g n i f i c a t i v e  du 

nombre de s u r v i v a n t s  ÛVVC t o u t e s  l e s  e spèces  de D N a  e t  l s  e f f e t  

t h é r a p e u t i q u e  dépend beaucoup p l u s  de l a  q u a l i t é  du DNA i n j e c t é  

que de s o n  o r i g i n e ,  

Les a c i d e s  n u c l é i q u e s  i n f e c t i e u x  

Depuis  que lques  a n n e e s ,  de nouveaux problèmes s e  s o n t  

p o s & s  en v i r o l o g i e  l o r s q u ' o n  c o n s t a t a  que l e s  a c i d e s  n u c l ~ i q u e s  

i s o l 6 s  de v i r u s  Q t z i e n t  i n f e c t i e u x  e t  q u P i l s  n ' é t a i e n t  pas  a f f e c -  

t é s  p a r  l e s  an t i sé rums  q u i  n e u t r a l i s e n t  l e  v i r u s  e n t i e r  (HERRIOTT, 

1961 ; HERRIOTT, CONNOLLY e t  GUPTA, 1961 ). 

WTARJET, REBEYROTTE e t  PIOUSTACCHI (1958) o b t i e n n e n t  l a  

p r o d u c t i o n  de  c a n c e r s  m u l t i p l e s  chez  des s o u r i s  a y a n t  r e ç u  du DNA 

e x t r a i t  de t i s s u s  leuc4rniques i s o l o g u e s  ou homologues. Ces c a n c e r s  

o c t  l e  c a r a c t è r e  des tumeurs provoquées par  l e  v i r u s  polyoma q u i  

e s t  t r è s  s o u v e n t  p r é s e n t  en t a n t  que p a r a s i t e  dans l e s  t i s s u s  l e u -  

cémiques ( J U L I ~ ~ ,  1962). 

D I  IUYORCA, EDDY, STEXRT, HTQYTZR, FRIEND e t  BENDICH 

(1959) e t  lEIL (1961) o n t  n o n t r é  que l e  DNA,provenant de c u l t u r e s  

de c e l l u l e s  d f  embryons d e  s o u r i s  i n f e c t é e s  p a r  l e  v i r u s  polyoma, 

é t a i t  i n f e c t i e u x  pour deo c e l l u l e s  s a i n e s ,  

I T O  (1960) e x t r a i t  du D N ~ L  du pap i l lome  de Shope e t  l ' i n a c -  

t i v e  p a r  l a  c h a l e u r .  I l  obse rve  que L e  DNA n 1  a pas  perdu pour a u t a n t  

s e s  p r o p r i é t é s  oncogSniques. 

Le pouvoir  i n f e c t i e u x  du DNL a é t é  m i s  en e v i d e n c e ,  s u r  

animaux ou s u r  c e l l u l e s  en c u l t u r e ,  p a r  de nombreux a u t e u r s  e x p é r i -  

mentant  i n  v i v o  ou i n  v i t r o  (ITO, 1961 ; I T O  e t  EVLIS,  1961 ; 



DULBECCO e t  VOGT (1960 ; VOGT e t  DULBECCO, 1960 ; DULBECCO, 1961 ; 

ZiT~iNIiSIU, ORTH, REBIERE, BOIRON e t  PAOLETTI , 1962 ; ORTH, îiTnNASIU, 

BOIaOS, HEBIERE e t  PAOUTTI, 1964). 

BOIRON , Pr~OLET?I, TIIOISI?S, RLDIERE e t  BdRTJARD ( 1962 ) , a p r è s  

a v o i r  montré que l e  DNA,ext ra i t  de c u l t u r e s  c e l l u l a i r e s  i n f e c t é e s  

p a r  l e  v i r u s  S V - 4 0 , é t n i t  i n f e c t i e u x  i n  v i t r o ,  o n t  iaontré que c e  même 

DNA i n j e c t é  au hamster  n o u v e a u - n ~  r e p r o d u i t  1' e f f e t  c a n c é r i g è n e  du 

v i r u s  SV-~O.(BOIRON, U V Y  e t  THOP~AS, 1965) .  O r ,  du p o i n t  de vue 

physico-chimique,  r i e n  ne d i f f é r e n c i e  l e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  v i r a u x  

des  a c i d e s  n u c l é i q u e s  normaux. 

d e  nombreases r e c h e r c h e s  q u i  m e t t e n t  en  jeu  l e  DNB e x t r a i t  

de d i f f é r e n t s  t i s s u s  n é o p l a s i q u e s  ou normaux, o n t  é t é  e f f e c t u é e s .  

STOLK (1961a,  1961b) obse rve  l ' a p p a r i t i o n  d 'un  carc inome 

au  veau de l ' i n t e s t i n  a p r è s  i n j e c t i o n  de DNA de sperme de h a r e n g  

chez  T r i t o  a l p e s t r i s .  

RIVIERE, VENDRELY , CKOUROULINKOV, VENDRELY e t  GUERIN 

(1960, 1962) n o t e n t  l ' a p p a r i t i o n  de l euc&mies  chez  des  s o u r i s  q u i  

a x a i e n t  r e ç u  d e s  p r 6 p a r n t i o n s  de D N h  p rovenan t  d ' u n  carcinome mam-  

ma i re  ou de t i s s u s  normaux de s o u r i s .  

TOLNxI , SCiiNTLJD e t  1lORGiLN (1  962 ) r a p p o r t  ê n t  l e s  pro- 

p r i é t é s  oncogéniques du DN,L i s o l e  à p a r t i r  d ' une  tumeur d ' a s c i t e  

d ' E h r l i c h .  

Les r é s u l t a t s  ob tenus  pa r  l e s  d i f f 6 r e n t s  a u t e u r s  q u i  on t  

é t u d i é  l e  pouvoir  oncogénique du DNA e x t r a i t  de v i r u s  ou de tumeur,  

s o n t  o r i e n t é s  dans  l e  rliême s e n s .  



P a r  c o n t r e ,  l o r s  d e s  e s s a i s  de t r a n s f o r ~ m t i o n  s u r  c e l l u -  

l e s  de mariunifères ou s u r  animaux, l e s  r é s u l t a t s  s o n t  en s e n s  d i v e r s  

e t  c e r t a i n e s  e x p b r i e n c e s  p o s i t i v e s  n' o n t  pu C t r e  r e p r o d u i t e s .  

d e v a n t  t o u t e s  c e s  d o n n ï e s  , q u e l q u e f o i s  c o n t r r d i c t o i r e s ,  

il nous  a p a r u  i n t é r e s s a n t  d ' k t u d i e r  l e  d e v e n i r  d ' u n  DMH exogène 

h é t 4 r o l o g u e  i n j e c t e  pa r  v o i e  i n t r a v e i n e u s e  chez  l a  s o u r i s .  

E s t - i l  p o s s i b l e  à un DNA G t r , .nger  de p a r v e n i r  j u s q u l  aux  

c e l l u l e s  d e s  d i v e r s  o rganes  e t  t i s s u s ,  s a n s  a v o i r  s u b i  t r o p  de 

d é g r a d a t i o n  e t  d 'y  ê t r e  i n t b g r é  ? 



Nous avons u t i l i s é  des s o u r i s  de r a c e  BALB/C (ob tenues  

au Ches te r  D e a t t y  Resea rch  I n s t i t u t e  de ~ o n d r e s )  e t  c a r a c t é r i s é e s  

p a r  une f rdquence  é l z v é e  des  cnrcinomes mammaires spon tanés .  

- S o u r i s  impubères  : uninaux au s e v r a g e ,  SgGs de 21 j o u r s  (9 à 12g). 

- S o u r i s  a d u l t e s  : nf i les  e t  f e m e l l e s  de  3 mois e t  p l u s .  

- S o u r i s  f e m e l l e s  a d u l t e s  p o r t e u s e s  d 'un  carcinome mariniaire spon tané .  

1. P r o d u i t s  n o n - r a d i o a c t i f s  

1.1 - Les p r o d u i t s  minéraux s o n t  de marque U.C.B., Merck, B,D.H., 

Fluka ,  de  p u r e t 6  a n a l y t i q u e .  

1.2 - Acide d6soxyr ibonuc1éique  (DRA) : 

- d ' o r i g i n e  a n i m a l e ,  p répa ré  à p a r t i r  da thymus de veau s e l o n  l a  

t e c h n i q u e  de I&Y, SIIQ\IONS e t  DOUNCE (7952) ; 

- d C o r i g i n e  b a c t é r i e n n e ,  p r6pa ré  à p a r t i r  de c u l t u r e  de : 

E . c o l i  , B. p r o d i g i o s u s  , B . s u b $ i l i s ,  Agrobac- -- 
t e r i u m  t u m e f a c i e n s ,  Micrococcus l y s o d e i k t i -  

a 

c u s ,  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  de i~ILiKkIUR (1961 1. - 
Les p r o d u i t s  p u r i f i é s  ob tenus  ne c o n t i e n n e n t  pas  de pro-  

t é i n e s  n i  d ' a c i d e  r ibonuc lGique  (RNA) e n  q u a n t i t é  d é c e l a b l e  

p a r  l e s  niëthodes c l a s s i q u e s  de dosage : 

- Pour l e s  p r o t é i n e s  : Méthode au  F o l i n - C i o c a l t e u ,  s e l o n  LOLiRY, 

ROSEBROUGH, FiLRR e t  RI'LNDkLL ( 1951 1. 

- Pour l e  RNA : I'léthode à l ' o r c i n o l  (IJEJBNUI\I, 1339). 



La q u a l i t é  de nos  d i v e r s e s  p r é p a r a t i o n s  de DNA a é t 6  e s t i -  

mée s e l o n  l e s  c r i t è r e s  s u i v a n t s  : 

a )  Etude  du s ~ e c t r e  U.V. - - - - - - - -  - - _ -  
Fig .  1 : S p e c t r e  c a r a c t é r i s t i q u e  de  nos  d i v e r s e s  p r e p a r a t i o n s .  

Les r a p p o r t s  c n r û c t 6 r i s t i q u e s  du s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  

du DNA 2. 260,  230 ,  280 mp s o n t  1 .00,  0 .450,  0.515. 

b  ) Viçc o s i t é  . 
- - - - A -  

D e t e r m i n a t i o n  de l a  v i s c o s i t g  r e l a t i v e  dans  un  v i s c o s i m è t r e  à 

c a p i l l a i r e  ( s e l o n  OSTL~ALD) d 'une  s o l u t i o n  de DNB c o n t e n a n t  

e n v i r o n  5 0 0  pg/ml dans  un tampon c i t r a t e  0.1 M, pH 7.4 c o n t r e  

la v i s c o s i t é  du tmnpon s e u l  à 25OC. ( + >  

c ) S t a b i l i t 6  à l a  c h a l e u r .  - - - - - - - - - - - -  
Le DNh e n  s o l u t i o n  dans  un  tampon c i t r a t e  0.1 M, pH 7*4 ,  à l a  

c o n c e n t r a t i o n  d ' e n v i r o n  500 pg/ml e s t  c h a u f f é  à 7 6 0 ~  pendant  

1 h e u r e  , 

La v i s c o s i t é  s p é c i f i q u e  ( qa - g o )  
( qo  1 a p r è s  r e f r o i d i s s e m e n t  n ' a  

jclmnis d i f f é r é  de p l u s  de 2 76 de l a  v i s c o s i t 6  s p é c i f i q u e  de 

c e t t e  même s o l u t i o n  ~ i v a n t  c h a u f f a g e .  

d  ) ~ 6 ~ a ~ u ~ ~ i ~ n  ~~ t&e~rn&qge  . 
L' e f f e t  hype rch rone  a p r è s  c h a u f f a g e  du DPJl, en  s o l u t i o n  à 100°C 

pendant  1 0  minu te s  e t  e n s u i t e  r e f r o i d i s s e m e n t  r a p i d e  au  b a i n  

de  g l a c e  a t o u j o u r s  é t é  aga1 ou s i l p e r i e u r  à 35 % (PJM?~IUR e t  

DOTY, 1959) .  

e )  D é t e r m i n a t i o n  du p o i d s  m o l é c u l a i r e .  - - -" -- - - --  -- - -- -- - -- - - O - 
Le P.M. e s t  es t i i~ i t i  p a r t i r  de  l a  c o n s t a n t e  de s é d i m e n t a t i o n  

mesurée  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  dans  un u l t r a c e n t r i f u g e u r  

S p i n c o  a n a l y t i q u e  E. 

(+ )  Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l a  v i s c o s i t c  r e l n t i v e  e s t  d ' e n v i r o n  3 .  



1.3 - Duponol : Sodium dodécy l  s u l f a t e  : p u r i f i é  e t  r e c r i s t a l l i s é  

s e l o n  CRESTFIELD (1955).  

2, P r o d u i t s  r a d i o a c t i f s  

2.1 - ~ h ~ ~ i i n e - ~ ~  C.E.N. i i c t i v i t e  s p 6 c i f i q u e  3 C i / m  

2.2 - ~ h ~ m i d i n e - ~ ~  C.E.N. ~ ~ t i v i t ;  s p é c i f i q u e  3 A 17 Ci/rnM 

2.3 - Toluène-'H C .3.E. A c t i v i t d  s p é c i f i q u e  6 pCi/ml 

( s e r t  e n  é t a l o n n a g e  i n t e r n e  pour  l ' e s t i m a t i o n  du 

rendement des  c  omphageç 1. 

2.4 - DNA t r i t i e  de E . c o l i ,  obtenu p a r  synthèse b i o l o g i q u e .  

h é p a r é  à p a r t i r  d l u n e  souche  de E . c o l i  ( C  R 3 4 ) ( + )  auxo t rophe  

pour l a  thymine (FRASER e t  JERREL, 1953 ) . 
Le DNA e x t r a i t  à p a r t i r  des  b a c t é r i e s  c u l t i v é e s  en p résence  

de thyLiine-'~, o l a  r o d i o a c  t i v i t é  s p é c i f i q u e  du p r é c u r s e u r  ra- 

d i o a c t i f ,  Be p l u s  souven t  nous p répa rons  du DNA a y a n t  une 

a c t i v i t é  s p i c i f i p u e  de 1.5 C i  s o i t  e n v i r o n  2.5 x 106 dpm/ 

microgramme, 

2.5 - D?LF de B . s u b t i l i s  t r i t i é  e t  d e u t é r é  

Le Dr.f'l.SROGL (++) ,  de passage  dons n o t r e  l a b o r a t o i r e ,  c a d a p t é  

l a  souche  de B . s u b t i l i s  S b l  Y EJ t y p e  i l a rburg  p r o t o t r o p h e  

( D r .  s c h n e f f e r )  l D e n u  l o u r d t  e t  l ' a  c u l t i v é e  en p r c s e n c e  de 

t h p i d i ~ ~ e - ~ ~  (BODNER e t  SCHILKRAUT , 1964). 

2,6 - DNî de E.co1i t r i t i d  e t  d e u t é r é  

- - 
Nous avons a d a p t é  1 û  souche  CR 34 T'bi3-  -F. de E . c o l i  s u r  eau 

l o u r d e  en s u i v u n t  la t e c h n i q u e  d é c r i t e  p a r  kULi'RP1UR e t  SCHIL- 

KR~LUT (1967 ). 

(+ )  Nous devons c e t t e  souche  au P r o f .  R,H.  Hofschneider  du Plax-Planck 
I n s t i t u t  f ü r  Biochemie de Piunich, que nous r emerc ions  vivement.  

(++) de l l I n s t i t u - t  de M i c r o b i o l o g i e  de l 'Académie des  s c i e n c e s ,  à 
Prague.  



Les b a c t e r i e s  p r 6 l e v 6 e s  à une c u l t u r e  normale s o n t  r e p i q u é e s  

success ivernent  s u r  des  in-lieux de c o n c e n t r a t i o n  c r o i s s a n t e  e n  

D O. F i n a l e n e n t ,  l a  souche e s t  c u l t i v e e  s u r  eau l o u r d e  p u r e  
2 

(min. 99 $A D20) 

Pouv p r e p a r e r  l e s  m i l i e u x  de c u l t u r e ,  t o u s  l e s  c o n s t i t u a n t s  

s o n t  soigneusement déshydr2 tés  a v a n t  l e u r  mise en s o l u t i o n  dans 

1 ' eau l c u r  de,  

Le DNA e s t  c o n s e r v é ,  s o i t  en f i b r e s ,  s o i t  e n  s o l u t i o n  

s a l i n e  c i t r a t é e  (0.015 14 N a C l  + O.OO'i5 M c i t r a t e  t r i s o d i q u e )  à l a  

c o n c e n t r a t i o n  d ' e n v i r o n  1 mg/ml, 



A c t i v i t é  s p 8 c i f i q u e  Dens i t é  

C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s  5 x 1 0  
6 

.i ,691 

Nous avons s o u n i s  à l ' u l t r n c e n t r i f u g n t i o n  e n  g r a d i e n t  de 

c h l o r u r e  de césium ( s e l o n  MESELSON, STLLHL e t  VINOGRAD, 1957) d e s  

6 c h a n t i l l o n s  dc  nos d i f  î é r e n t e s  p répa rü t io r i s  de DNA. 

Fig.2 - Du DTIA t r i t i c  e t  d e u t é r è  de B . s u b t i l i s  e t  du DNIL t r i t i é  de 

E . c o l i  ont  é t é  c e n t r i f u g é s  en p rksence  de DNA de thymus de 

veau e t  de DEA de ~ l . l y s o d e i k t i c u s ,  non r a d i o a c t i f s ,  a j o u t a s  

comme r k f é r e n c e .  

Les d e n s i t é s  d e s  DMz- r a d i o a c t i f s  s o n t  en  a c c o r d  avec K R M U R  

e t  SCHILKRAUT (1961)  e t  SODNER e t  SCHILKRAUT (196Lt). 

F ip .3  - Du D N a  t r i t i é  e t  deut6rS de E . c o l i  a 6 t h  c e n t r i f u g é  en  présen-  

c e  de DNA de C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s  e t  de DNA de M.lysodeik- 

t i c u s  a j o u t é s  cocme r G f i r e n c e .  
-3 

3 La d c n s i t 6  du DNB- H e t  D O de E , c o l i  e s t  en accord  avec 
2 -- 

~' I ILRIUR e t  SCHILE(RAUS ( 1961 ) , 



3 .  Manipu la t ion  des  animaux 

L1 h y p e r p l a s i e  des  o r g a n e s  g é n i t a u x  f  erncl les  e s t  o b t e n u e  p a r  

( + >  
l ' i n j e c t i o n  de 1 0  ~icrogr , î i i l ;nés  dc b e n z o a t e  d s o v s t r a d i o l  , e n  

s o l u t i o n  dans  l ' h u i l e  o f f i c i n a l e ,  px r  v o i a  s o u s - c u t a n é e  v e n t r a l e ,  

à des  animaux Sgés  de 21 j o u r s  ( 9  à 1 2  g o  ). 

Le s a n g  e s t  p r 6 l e v 6 ,  s o i t  p z r  p o n c t i o n  c a r d i a q u e  a p r è s  l é g è -  

a n e s t h e s i e  à ls é t h e r ,  s o i t  p a r  p r & l è v e n ~ n t  - pour l e s  p e t i t e s  quan- 

t i t 6 s  - à l ' a i d e  d ' u n  c n p i l l z . i r e  dans le s i n u s  cave rneux  r e t r o -  

o r b i t a l  (LA PEYRliC, 1963). 

LI a n i m a l  e s t  s a c r i f i e  par  d i s l o c a t i o n  m e r v i c a l a  . Les orga-  

n e s  s o n t  i rnrnidiaten~ent  d i s s é q u é s ,  l a v é s  e t  p c r f u s é s  p a r  de  l ' e a u  

p h y s i o l o g i q u e ,  p e s é s  e t  e n s u i t e  c o n g e l S s  s u r  c a r b o g l a c e .  

4. S é p a r a t i o n  ch imique  d e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  

Procédé  de SCH.!~IDT-SHI~~NHAUXER q u i  permet de s é p a r e r  l e s  

a c i d e s  r i b o -  e t  d é s o x y r i b o : ~ u c l é i q u e s  (SCHTIIDT e t  TWNHAUSER, 

1945 ; HUSCI3INSOPT e t  I"iUIJR0, 1961 ; MUITRO e t  FLECK, 1 9 6 6 ) -  

Un volume d q  homogénat r e f r o i d i ,  c o r r e s p o n d a n t  à 100 mg de 

t i s s u ,  e s t  a d d i t i o n n é  d ' u n  voluriie é g a l  de  P,C.,i. 10 36 f r o i d .  

L ' e x t r a c t i o n  e s t  e f f e c t u c e  pendant  30 m i n u t e s  au  b a i n  de g l a c e  

à O°C, Les a c i d e s  n u c l e i q u e s  e t  l e s  p r o t d i n e s  p r é c i p i t e n t .  Après 

c e n t r i f u g a t i o n ,  l e  s u r n a g e a n t  e s t  d é c a n t é  e t  l e  c u l o t  e s t  l avé  

2 f o i s  p a r  un volume de P.C.A. 5 $ f r o i d .  

Les s u r n a g e a n t s  s o n t  r é u n i s  e t  c o n s t i t u e n t  l a  f r a c t i o n  

a c i d o - s o l u b l e .  

(+)  Gracieusement  m i s  à n o t r e  d i s p o s i t i o n  p a r  l e s  f i r m e s  
S c h e r i n g  e t  Organon. 



S i  l e s  s u r n a g e a n t s  s o n t  t r o u b l e s ,  on a j u s t e  à pH 5 e t  on 

d é p r o t é i n i s e  e n  a g i t a n t  avec  du ch lo rc fo rme  s e l o n  SEVAG, UiCKMAN 

e t  SMOLET~S (1938 1. 

Le c u l o t  de c e n t r i f u g c t i o n  e s t  t ra i te  s u c c e s s i v e m e n t  à 

t e m p é r a t u r e  ambiante  par  : a l c o o l  94 %, a l c o o l - é t h e r  (3 : l), 

é t h e r - a l c o o l  ( 3  : 1 )  e t  i t h e r .  

i l p r è s  chaque e x t r a c t i o n ,  l e  c u l o t  a s t  s o i g n e u s e i î ~ e n t  a g i t é  

e t  m i s  en  s u s p e n s i o n  dans  1 2  s o l v a n t  s u i v a n t .  

Le c u l o t  s e c  d é l i p i d é  e s t  d i g é r é  dans 5 m l  de  KOH 0.3 N 

pendant  1 h e u r e  à 3 7 O C .  

Ces c o n d i t i o n s  de d i g e s t i o n  s o n t  s u f f i s a t e s  pour  e x t r a i r e  

t o u t  l e  RNA s o u s  forme de  composants  a c i d o - s o l u b l e s  t a n d i s  que,  

dans  c e s  c o n d i t i o n s ,  peu de  p r o t é i n e s  s o n t  s o l u b i l i s é e s  e t  l e  

c o n t e n u  e n  RNA p e u t  S t r e ,  s a n s  d i f f i c u l t é ,  dé t e rmine  p a r  s p e c t r o -  

p h o t o m é t r i e ?  

Lp2ès l a  d i g e s t i o n  a l c a l i n e ,  l ' e x t r a i t  e s t  r e f r o i d i  au  b a i n  

de  g l a c e  e t ,  t o u j o u r s  à f r o i d ,  n e u t r a l i s 6  p a r  du P.C.:&. c o n c e n t r é .  

 près n e u t r a l i s a t i o n ,  on a j o u t e  du P,C.L. à 70 f r o i d  j u s q u f à  

c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  de 2 , ~  $6 ,  

Après c e n t r i f u g a t i o n ,  l c  s u r n a g e a n t  e s t  s e p a r 6  e t  l e  c u l o t  

e s t  l a v é  deux f o i s  pa r  5 m l  de p . C . 1 ~ .  5 $$ f r o i d .  

Les s u r n a g e a n t s  s o n t  r é u n i s  st c o n s t i t u e n t  l a  P s f r a c t i o n  RNAv: 

Le r é s i d u  e s t  t r a i t é  par 2 m l  de P.C.A. 5 % pendant  20 minu te s  à 

70°C ,  La s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é e  e t  l e  s u r n a g e a n t  e s t  

d é c a n t é .  Le c u l o t  e s t  & e x t r a i t  une seconde  f o i s  à chaud par 1 m l  

de P.C.A. 5 %. i ~ p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  à 3000 tpm pendan t  5 niinutes  

e t  s é p û r a t i o n  du s u r n a g e a n t ,  I r  c u l o t  e s t  l a v é  pn r  1 m l  de P.C.;,. 

5 ;& à t e m p h r a t u r e  ambiante .  



Les s u r n a g e a n t s  s o n t  r e u n i s  e t  c o n s t i t u e n t  l a  l ' f r a c t i o n  DN;IIP. 

Le c u l o t  e s t  c  ornposé p resque  uniquement de p r o t é i n e s  q u i  

peuvent  & t r e  dosées  a p r è s  d i g e s t i o n  a l c a l i n e  : FOLIN (LOWRY, 

ROSEBROUGH , FkRi? e t  R ~ J D A L L ,  1 95 1 ) . 
Comme l e s  d i v e r s  t r a i t e m e n t s  ( d i g e s t i o n  a l c a l i n e ,  hydro lyse  

a c i d e  à chaud)  d é n a t u r e n t  c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  en l e s  r e n d a n t  par-  

t i e l l e m e n t  n c i d o - s o l u b l e s ,  l o r s  yu 'une  e s t i m a t i o n  p l u s  e x a c t e  e s t  

n é c e s s a i r e ,  l e  dosage e s t  e f i ' ec tué  s u r  une a l i q u o t e ,  a p r è s  l a  

d i g e s t i o n  a l c a l i n e  du RNA. 



- 28 - 
HOT iOGENrlT 

co r rcs -ondan t  à 100 m g  t i s s u  f r a i s  

E x t r a c t i o n  des  c o n s t i t u a n t s  
a c i d o - s o l u b l e s  p a r  du P.C.A. 5 % à f r o i d  

! 

~ r a c  t i o n  ac ido- so lub le  
D e l i p i d a t i o n  : A l c o o l  94 

Alcoo l -é the r  3 : 1 
E t h e r - a l c o o l  3 : 1 
Et  h e r  

F r a c t i o n  l i p i d i q u e  D i g e s t i o n  a l c a l i n e  O , 3  N KOH 
: pendant 1  heure  à 3 7 O C  

F r a c t i o n  a l c a l i n o -  
i n s o l u b l e  

I $ k c i d i  f i c a t i o n  

F r a c t i o n  a c i d o - s o l u b l e  = RNA ' 

~ r é ' c i ~ i t 6  c o n t e n a n t  l e  DITA e t  
l e s  p r o t é i n e s  

h y d r o l y s e  a c i d e  
I P.C.A. 576, 2 0 1 ,  70°c 
i 
: 

S p e c t r e  U.V. ~ 

$ r & c i p i t é  F r a c t i o n  a c i d o  - 
p r o t k i q u e  FOLIN s o l u b l e  - DNA 

O r c i n o l  
P r o t é i n e s  
Dische  

S p e c t r o p h o t o m é t r i e  

D i s  c  he 



5. Chromatographie des  a c i d e s  n u c l é i q u e s  

5.1- P r é p a r a t i o n  da l n  r é s i n e ,  

Les f e u i l l e s  de p a p i e r  de DEltE-cellulose ( ~ h a t x a n  DE 20) 

s o n t  d i l a c é r c e s  au  mixer  dans de l ' e a u  d i s t i l l e e .  La pu lpe  de 

p a p i e r  e s t  e n s u i t e  t r a i t G e  s a r  duNaOH N e t  f i l t r é e  s u r  f i l t r e  

Buchner j u s q u ' à  c e  que l t d l u a t  s o i t  i n c o l o r e  (on k l i m i n e  a i n s i  

une s u b s t a n c e  s o l u b l e ,  j a ~ n ~ t r e ,  en  s o l u t i o n  q u i  a b s o r b e  dans 

l l u e v . ) .  

La p u l p e  e s t  e n s u i t e  l a v é e  abondamment à l ' e a u  d i s t i l l é e  

jusqu ' à  c e  que 1 1 4 1 u a t  a i t  l e  pH de 1' eau d i s t i l l é e .  La pu lpe  

e s t  e s s o r é e  pa r  s u c c i o n .  E l l e  e s t  e n s u i t e  t r a i t E e  p a r  un  tampon 

phosphate 0.01 M,pH 7,  j u s q u l à  c e  que l e  f i l t r a t  a i t  l e  même pH 

que l a  s o l u t i o n  de l a v a g e .  

La p u l p e  a i n s i  t r a i t é e  e s t  e n s u i t e  s é c h é e  à l ' é t u v e  à 6 0 0 ~ .  

5.2- p r é p a r a t i o n  dés  hornogénats, 

Les o rganes  s o n t  homogGnéisés à l ' U l t r a - T u r r a x  dans une 

s o l u t i o n  s a l i n e  dlEDTB ( ~ a ~ 1  0.15 M + EDTA 0.10 Pl) a j u s t é e  à 

(+ > pH 8 à r a i s o n  de 40 m l  de s o l u t i o n  p a r  g. de t i s s u  . 
En g é n é r a l ,  unc  homogénéisa t ion  de IO secondes  à 20.000 t/ 

min e s t  s u f f i s a n t e  pour  o b t e n i r  une s u s p e n s i o n  homogène. A une 

a l i q u o t e  d e  l a  s u s p e n s i o n  on a j o u t e  la s o l u t i o n  de sodium l a u r y l  

s u l f a t e  ( e n  s o l u t i o n  concen t r4e  à 20 5 : )  j u s q u ' à  une c o n c e n t r a t i o n  

f i n a l e  de 1 %. C ' e s t  à c e t t e  c o n c e n t r a t i o n  que nous avons obtenu 

l e  m e i l l e u r  rendement ,  en  a c c o r d  avec l e s  r é s u l t a t s  ob tenus  p a r  

HAREL, HAREL, BOER, IPBENOTTE e t  CYJIPENI (1964). 

( + )  Quelquefo i s ,  l n  d i l u t i o n  1/40 n ' e s t  pas s u f f i s a n t e ,  l a  v i s c o -  
s i t é  a p r è s  a d d i t i o n  de Duponol e s t  t r o p  é l e v é e ,  c e  q u i  empêche 
une bonne d é > r o t & i n i s a t i o n  ( c ' e s t  l e  c a s  pour l a  m o e l l e ,  l e  
thymus, l e s  g l o b u l e s  rouges  a v i a i r e s ) .  Dans c e  c a s ,  on f a i t  
une d i l u t i o n  à 1/80 ou 1/60. 



L ' a c t i o n  du d e t e r g e n t  s e  m a n i f e s t e  p a r  une  augmen ta t ion  

immédia te  de  l a  v i s c n s i t ; .  

L ' é c h a n t i l l o n  e s t  a g i t 4  pecdan t  10 m i n u t e s  en  p r e s e n c e  d ' u n  

volume é g a l  de ph6nol  r e d i s t i l l i  e t  s a t u r é  de  saline-EDTA. 

Après  c e n t r i f u g a t i o n  à 3000 tprn pendant  1 0  m i n u t e s ,  l e  s u r -  

n a g e a n t  e s t  r4cupLrG e t  l n  g a l e t t e  p r o t é i q u e ,  a i n s i  que l e  phéno l  

s o n t  r é e x t r a i t s  p a r  un mcme volume de l u  s o l u t i o n  saline-EDTA. 

Après  a g i t a t i o n  e t  c e n t r i f u g a t i o n ,  l e  s u r n a g e a n t  e s t  r é c u -  

p é r é  e t  a j o u t e  nu prGcédent .  

5.3- Méthode 

0.2 g.de p u l p e  de p a p i e r  de DExE-ce l lu lose  t r a i t 6  e t  s ech6  

e s t  p l a c é  dans un  p e t i t  t u b e  à c e n t r i f u g e r  en  p o l y t h è n e  d o n t  l e  

f o n d  a é t é  p e r c é  d ' u n e  d i z a i n e  de t r o u s  e t  q u i  su rmon te  u n  r é c i -  

p i e n t  a d é q u a t  ( c f .  Photo  1)- 

Le p a p i e r  e s t  h u m i d i f i é  p a r  l e  tampon phospha te  0.01 M, 

pH 7. Il e s t  r é p a r t i  unLformémènt dans  l e  f o n d  du t u b e  à l ' a i d e  

d ' u n e  s p a t u l e .  On e n l è v e  ls excès  de tampon p a r  c e n t r i f u g a t i o n  

pendan t  que lques  minu te s  a 500 t p n .  

C e t t e  q u a n t i t é  de r é s i n e  e s t  s u f f i s a n t e  pour  a d s o r b e r  l e s  

( +  1 a c i d e s  n u c l L i q u e s  p rovenan t  de 5 0  m g  de t i s s u s  f r a i s  . 
Les e x t r a i t s  de  t i s s u s  d é p r o t é i n i s é s  s o n t  p l a c é s  dans  les 

t u b e s  q u i  c o n t i e n n e n t  l a  p u l p e  de p a p i e r .  Ils s o n t  c e n t r i f u g é s  

A 500 tpm pendant  3 à 5 n i n u t e s .  

Le p remie r  f i l t r a t  c o n t i c n t  l e  m a t é r i e l  "non adsorbé" .  Des 

volumes a d é q u a t s  des  d i v e r s  Gluants s o n t  e n s u i t e  u t i l i s é s  suc -  

c e s s i v e m e n t ,  

( + )  200 mg de p a p i e r  s o n t  s a t u r é s  p a r  1 mg e n v i r o n  de DNA p u r i f i é .  



Chaque f r a c t i o n  e s t  réc.kJtGe séparément .  

Lhnque 4 l u ~ n t  e s t  enployé p l u s i e u r s  f o i s  de manière  à b i e n  

d é s o r b e r  l a  f r a c t i o n  e t  d ' é v i t e r  l n  c ~ n t ~ l i n ~ t i o n  des  f r a c t i o n s  

s u i v a n t  e s .  

Après ch ro r~ ia tograph ie  , l a  pu lpe  e s t  mise  à d i g é r e r  dans une  

s o l u t i o n  d ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  concen t r6  ( d  = 1.19)  con tenan t  57; 

de  c h l o r u r e  de  z i n c  e t  c h a u f f c e  à 6 0 0 ~  pendant  3 0  à 60 minutes ,  

E G g t g  xour_c&rgmat O . - r a ~ h i  e  - - -0- - - 
Tampon phosphate  Soerensen  0.01 M (K H PO4 - N a 2  H PO4) 

E l u a n t s  : 1 = tampon phosphate  0.01 M pH 7 

2 = tampon phosphate  0.01 M pH 7 + NaCl 0.14 M 

3 = tampon phosphate  0.01 M pH 7 + N a C l  0.50 M 

4 = tampon phosphate  0.01 M pH 7 + N a C l  1.00 M 

5 = 0.20 M N H  + N a C l  2 . 0 M  
3 

~ = N ~ O H I N  

6. E s t i m a t i o n  de l a  r a d i o a c t i v i t h  

6.1 - S u r  l e s  homogénats t o t a u x ,  

Une a l i q u o t e  des  é c h a n t i l l o n s  e s t  d i g d r é e  dans 1 m l  d 'une  

s o l u t i o n  14/2 d lhyamine  b a s e  (OH) d i s s o u t e  dans du méthanol .  

I l  e s t  p a r f o i s  n o c e s s a i r e  de  c h a u f f e r  l e  mélange à 6 0 0 ~  

pour  f a c i l i t e r  l a  d i g e s t i o n .  Lorsque c e l l e - c i  e s t  complè te ,  on 

a j o u t e  15 m l  du mdlange s c i n t i l l a n t  (+)  e t  on e s t ime  l a  rad iouc -  

t i v i t é  au c  or-ipt e u r  a s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  PhC&RD, 

6.2 - S u r  l e s  S l u a n t s  de chroirtatographie. 

i~ 2 m l  de l ' é l u a n t ,  on a j o u t e  1 5  m l  du m i l i e u  s c i n t i l l û n t  (+ )  

(+ )  Dioxane,  600 m l  ; Ethy lène  glycol, 250 m l  ; A l c o o l  é t h y l i q u e , l 5 0  m l  
Nôphta lène ,60  g ; P.P.O.,? g 5 POPOP, 250 mg (Mélange DAv.) 



a d d i t i o n n e  de 6 56 e n  volume de 12. s o l u t i o n  M/2 d ' h y m i n e .  On 

e s t i m e  1c r a d i o a c t i v i t h  nu compteur à s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  

PACICL-RD. 

Dosage des  acides, n u c l h i q u e s  

7.1 - Par  s p e c t r o p h o t o m S t r i e  dnns l ' u l t r a - v i o l e t .  

On s a i t  que l c s  a c i d e s  nucléiques d o i v e n t  à l e u r s  bases  

a z o t é e s  une f o r t e  bande d' a d s o r p t i o n  dans  l ' u l t r a - v i o l e t  e t  

que l ' a b s o r p t i o n  U.V. d ' u n e  s o l u t i o n  d ' a c i d e  nuc lb ique  polyrié- 

ris; e s t  n e t t e n e n t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  de c e t t e  neme s o l u t i o n  

a p r è s  hydro lyse .  

I l  f a u t  n o t e r ,  en o u t r e ,  que l e  maximum d ' a b s o r p t i o n  s e  

s i t u e  à des l o n g u e u r s  dl ondes ( A ) d i f  f e r e n t e s  s u i v a n t  q u ' i l  

s ' a g i t  d 'une  s o l u t i o n  d P  a c i d e  n u c l é i q u e  polyrn6risé ou d r u n e  

s o l u t i o n  dl a c i d e  n u c l é i q u e  hydrolysG. 

Dans l e  p r  ernier c a s ,  l a  & c?aximun s e  s i t u e  à 258 rw ; dans  

( i -  1 l e  second  c a s ,  à 267 ni@ . 
Le f a c t e u r  p a r  l e q u e l  il f a u t  m u l t i p l i e r  l a  v a l e u r  de 

L t  a b s o r p t i o n  maxirnun pour pouvoir  e s t i n b i  l a  c  onc e n t r a t i o n  

s e r a  donc d i f f k r e n t  q u i v a n t  q u ' i l  s ' a g i t  d ' une  s o l u t i o n  d ' a c i d e  

n u c l 6 i q u e  p o l y n e r i s k  ou hydrolyse . 

(+)  L e s  t r u i t e n c n t s  q u i  e n t r z î n e n t  des  m o d i f i c a t i o n s  de l l h é t & r o -  
c y c l e  a z o t é  m o d i f i e n t  également ,  d ' une  man iè re  p l u s  ou moins 
i m p o r t a n t e ,  l e  s p e c t r e  U.V. Outre l ' h y d r o l y s e  anzyna t ique ,  
1' hydro lyse  a c i d e  - l a  d ~ n a t u r a t i o n  the rmique  - l a  d L n a t u r a t i o n  
par  d i l u t i o n  e t  l a  d é n a t u r n t i o n  p a r  m o d i f i c a t i o n  du pH, e n t r a î -  
nen t  un  dcp lacenen t  de l n  l o n g u ~ u r  d P  onde du n a x i r ~ u n  d t  absorp-  
t i o n  e t  une augmenta t ion  de c e l l e - c i .  



Rappelons que l e s  c o n d i t i o n s  pour l a  c o n s e r v a t i o n  de 

l ' i n t é g r i t é  du DNA en s o l u t i o n  s o n t  : 

4 ( pH ( I l  

-2 C o n c e n t r a t i o n  s a l i n e  : 1 0  M pour l e s  c a t i o n s  monovalents  

lf3 M pour l e s  c a t i o n s  b i v a l e n t s  

O0 ( t en ipé ra tu re  ( 60° 

C o n c e n t r a t i o n  : 0.2 A 1 ,O mg/ml 

S t é r i l i t G  du s o l v a n t .  

7.2 - Par  c o l o r i n é t r i e  du s u c r e  c o n s t i t u t i f  

Les procéd6s  c o l o r i i a é t r i q u e s  s o n t  p l u s  ou moins s p 4 c i f i q u e s  

des  p e n t o s e s  ou des  d6soxypentoses .  

7.2.1- Dosüge du RNA - -- -- - -- 
Le dosage  d jpend de  l n  l i b k r a t i o n  du f u r f u r o l  p a r  a c t i o n  de 

1' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  à chaud. 

On dose  a i n s i  l e  pen tose  $aux b a s e s  p u r i q u e s  du F 3 A  (EJIEJs&"LU~I, 

1 93 9 ; DE DEKEN-GRENSOK 2 t DE DEKEN, 1 959 ) . 
La s o l u t i o n  u t i l i s u e  c o n t i e n t  100 mg de Fe C l  6 H20 dans  

3 
100 m l  H C l  conc.  ( d  = 1-19) a d d i t i o n n e  de 3.5 m l  d ' une  s o l u t i o n  

à 6 d t  o r c i n o l  d m s  l ' é t h a n o l .  

Un volume de l n  s o l u t i o n  de RNLL e s t  a d d i t i o n n é  de 2 volumes de 

r é a c  t i f .  On chauf  fc l e  riGlange au b n i n - n a r i e  b o u i l l a n t  pendant  

30 niinut e s .  

La courbe  d ' é t a l o n n a g e  e s t  p rcpnrce  à l l a i d <  de s o l u t i o n s  de 

RNA de c o n c e n t r a t i o n s  connues.  

On l i t  l a  d e n s i t e  o p t i q u e  à 665 ap. 



7.2 .2- gogage-du - - -  D N a  

La Drar: c h a u f f e  svec  l n  d iph&nylaminc  en s o l u t i o n  a c i d e  prend 

une c o l o r a t i o n  b l e u s .  I c i  a u s s i ,  c ' e s t  p l u t ô t  l e  s u c r e  l o c a -  

l i s é  dans l e s  n u c l L o t i d e s  p u r i q u e s  q u i  r é a g i t .  

Le dosage  e s t  e f f c c t u L  s e l o n  l n  m6thode d C c r i t e  p a r  DISCI33 

(1930)  ou t i i eux ,  par  1<: te ch ni yu.^ p l u s  r , e n s i b l e  d c c r i t e  pa r  

BURTON (1958).  

Pour c e  f a i r e ,  on d i s s o u t  225 g  de d i p h é n y l m i n e  p.a. dans 

150 m l  d ' a c i d e  a c é t i q u e  g l u c i a l ,  On a j o u t e  2.25 m l  d ' a c i d e  

s u l f u r i q u c  c o n c e n t r e  p.a. e t  e n s u i t e  1.12 m l  d 'une  s o l u t i o n  

c o n t e n a n t  16 mg/rnl d ' acé ta ldéhyde .  

Un volume de l u  s o l u t i o n  de DXk e s t  add i t ionnL de 2 volumes 

de r e c c t i f ,  On a g i t e  e t  on l u i s s e  déve lopper  l a  c o l o r a t i o n  

pendant  24 h e u r e s  dans l ' o b s c u r i t é  e t  à t e n p 6 r a t u r e  m b i a n t e .  

La c o u r b e  d ' é t a l o n n a g e  e s t  obtenue  à l ' a i d e  de s o l u t i o n s  de 

DNA d e  c o n c e n t r a t i o n s  connues. On l i t  l a  d e n s i t 6  o p t i q u e  à 

600 W .  

8, Dosage d e s  p r o t é i n e s  

Nous avons u t i l i s é  l a  ndthode  d é c r i t e  p a r  LOljRY, ROSEBROUGH, 

FARR e t  RJJDALL (1951). C e t t e  mcthode r e p o s e  s u r  l a  r é a c t i o n  du 

b i u r e t  d e s  p r o t u i n e s  avec l e s  i o n s  Cu en s o l u t i o n  z l c a l i n e  e t  s u r  

l a  r e a c t i o n  du r h a c t i f  phosphomolybdo-phosphotungstique ?.vec l a  

t y r o s i n e  e t  l e  t ryp tophnne .  

On &lange  50 m l  d 'une  s o l u t i o n  de N a  CO à 2 $o dans  
2 3 

Na OH 0.1 N avec 1 n l  d 'une  s o l u t i o n  c o n t e n a n t  du Cu SO à 5 9; 4 
e t  du t a r t r a t e  s o d i c o - p o t a s s i q u e  2 1 '/o. 



Le r 6 a c t i f  d e  F o l i n  (U.C.B. ou Merck) e s t  d i l u é  p û r  un 

même volume d 'eau .  

h 1 volume d e  l a  s o l u t i o n  de  p r o t é i n e s ,  on û j o u t e  5 volumes 

d e  l a  s o l u t i o n  n l c n l i n c .  D i x  n i n u t e s  a p r è s ,  on a j o u t e  1/2 volume 

du r é a c t i f  de F o l i n .  On a g i t e  r a p i d e n e n t  e t  v igoureusement .  

A p r è s  jO m i n u t e s ,  on mesure l a  d e n s i t L  o p t i q u s  à 750 mp. 

L a  courbe  d ' b t a l o n n n g c  e s t  ob tenue  à l ' a i d e  de s o l u t i o n s  

d e  r i b o n u c l a a s e  ou de lysozyrie  de c o n c e n t r a t i o n s  connues.  

Lor sque  12s p r o t E i n e s  s o n t  i n s o l u b l e s ,  on l e s  d i s s o u t  

( & v c n t u e l l è m e n t  à c h a u d )  à l ' a i d e  de N a  OH N. 

Rappelons que l e s  s u b s t n n c e s  q u i  r b n g i s s e n t  avec  l e  r é a c t i f  

d e  F o l i n  s o n t  : 

- l e  t r y p t o p h n n e  e t  l n  t y r o s i n e ,  

- l e s  p h e n o l s  ( s a u f  le n i t r o p h & n o l ) ,  l s a c i d e  u r i q u e ,  l n  guan ine ,  

l a  x a n t h i n e ,  

et que d i f f ê r e n t e s  s u b s t a n c e s  provoquent  des  t r a c  e s  de c o l o r a t i o n .  

9. V i s c o s i t é  

S e  mesure d a n s  un  v i s c o s i n è t r e  à c a p i l l a i r e  s e l o n  OSTIYALD 

p l o n &  dnns un  ba in-mar ie  2 2 5 O C .  

Le DIVA e s t  m i s  en  s o l u t i o n  à la c o n c e n t r a t i o n  de  250 à 

500 pg/riil dnns une s o l u t i o n  s a l i n e  c i t r a t L e  à pH 7.0 (0.015 M 

N a C l  - 0.0015 I i  c i t r a t e  t r i s o d i q u e )  ou dms un t anpon  c i t r a t e  

0.1 Pi p H  7.4 ou e n c o r e  dans un  t'mpon EDTa 0.1 M pH 7.5, 

Le v i s c o s i n è t r e  e s t  p l a c 8  dans  un t h e r m o s t û t  à 2 5 O C ;  on 

i n t r o d u i t  2 m l  du s o l v a n t  dans  lcL p a r t i e  l a r g e  du v i s c o s i m 6 t r e .  

Lorsque  l a  toapbrature e s t  e y u i l i b r e e ,  l a  s o l u t i o n  e s t  a s p i r 6 e  



à t r a v e r s  l a  p a r t i e  c a p i l l a i r e  du v i s c o s i m è t r e  j u s q u l a u  d e s s u s  

du second  t ra i t .  On l a i s s e  l a  s o l u t i o n  s ' < c o u l e r  l i b r e m e n t  e t  on 

chronomètre  l e  t e n p s  q u i  s ' é c o u l e  e n t r e  l e  pnssage  du mènisque 

au  p r e m i e r  e t  nu s e c o n d  t r a i t .  Le s o l v a n t  e s t  r e t i r e ,  l e  v i s c o s i -  

m è t r e  e s t  l a v u  e t  s&chB à l ' a i d e  d l a c i t o n e  e t  l e s  o p e r a t i o n s  s o n t  

r é p 6 t C e s  avcc  l n  s o l u t i o n  de DNA. 

S i  n  = temps d ' b c o u l e n e n t  pour  l V b c h a n t i l l o n ,  
C 

90 = temps d 1  écoulement  pour  l e  s o l v a n t ,  

l a  v i s c o $ i t &  r e l a t i v e  
( + )  (  e s t  i g a l e  a u  r a p p o r t  d e s  temps 

ri., 
d ' écoulement  de 1 1 6 c h z n t i l l o n  e t  du s o l v a n t  = - 

90 

La v i s c o s i t b  s p k c i f i q u e  (a  ) e s t  S g z l e  à ( n  - 1) ou 
?C - q0 

r s ~  r e l  90 

10. A u t o r a d i o g r a p h i e  

Méthode q u i  permet  de  d c t e c t e r  l e s  & m i s s i o n s  r a d i o a c t i v e s  

e t  de l e s  l o c a l i s e r  dans  l1 e s p a c e  de q u e l q u e s  microns .  Les émis-  

s i o n s  r a d i o a c t i v e s  i m p r e s s i o n n e n t  l a s  g r a i n s  d '  a r g e n t  de 1' é n u l -  

s i o n  1 2  l o n g  de l e u r  t r n j d c t o i r e  e t  y c r L e n t  une image I n t e n t e .  

Après f i x a t i o n  d m s  l e  r h a c t i f  de CLRICE (1851) - a l c o o l /  

a c i d e  a c é t i q u e  g l a c i a l  ( 3  : 1 )  - pendant  1 h e u r e ,  l e s  p i è c e s  

ana tomiques  s o n t  ddshydrntd  e s  e t  en robees  dans  l a  p û r a f  f i n e  

(PELC, 1956). 

Les p i è c e s  s o n t  coupces  au  n i c r o t o n e  en t r a n c h e s  de 4 p. 

Les coupes  s o n t  montces s u r  des  1,uiles p o r t e - o b j e t  p r é t r a i t é e s  à 

l ' a l b u n i n ê  g l y c d r i n è e  ou à l a  g é l a t i n e  ( F I C G ,  1959). 

(+ )  R c l z t i o n  e n t r e  l n  v i s c o s i t d  r e l a t i v e  e t  l e  p o i d s  n o l e c u l a i r e  (P.M,) 
(EIGNER e t  DOTY, 1965) : 

6 -7 1.32  - pour l e s  P.1~1. i n f c r i e u r s  à 2.10 : (?) = 1 ,O5 x  10 M 
r , 
b - pour  l e s  P.M. s u p é r i e u r s  à 2.10 j u s q u l à  130.10~ lk 

(9) = 6.3 x 10 M 



Nous avons u t i l i s é  l s é r ; iu l s ion  I l f o r d  i n  g e l  form L 4 e t  l a  

méthode pa r  p longée  "dippingt7  ( F I c ~ ,  1959) .  

Les p rGpzrn t ions  dLparaf f i n é e s  e t  r 4 h y d r n t é e s  s o n t ,  encore  

hun ides  , plongi  e s  dans  l ' é m u l s i o n  d i luGe.  E l l e s  s o n t  b g o u t t e e s ,  

s é c h e e s  e t  conse rvdes  à  OC en b o î t e s  é t a n n h e s  A l a  lumiè re .  

LrL n a t u r e  des  s u b s t a n c e s  s u i  p o r t e n t  l a  r a d i o x . t i v i t c 5  a é t é  

v S r i f i é e  à l ' a i d e  de d i f f é r e n t s  t e s t s  : 

10.1- T e s t  à l ' a c i d e  p e r c h l o r i q u e .  

I l  s e r t  à Cl imine r  12 r û d i o a c t i v i t 6  p o r t e e  pur  des  c o n s t i t u a n t s  

a c i d o - s o l u b l e s .  Les lames humides, a p r è s  d é p a r a f f i n a g e  e t  réhy- 

d r a t a t i o n ,  s o n t  p long6es  dans une s o l u t i o n  de P,C.#. à 5 % 

(0.8 N) g l a c c e ,  pendant  20  à 3 0  rninutcs. Les l a i e s  s o n t  e n s u i t e  

l a v c e s  à l ' e a u  c o u r a n t e  pendant  60 minu tes  e t  l ' d n u l s i o n  y e s t  

nppos6 e  . 
10.2- T e s t  à l a  désoxyr ibonuc l6ase .  

Le t e s t  en lève  1~ r a d i o û c t i v i t C  p o r t é e  p a r  l e  DN6 (LEDUC, 1961 ) . 
Lc s o l u t i o n  de DNnse u t i l i s 6 e  c o n t i e n t  0.1 mg/ml d'enzyme dans 

une s o l u t i o n  de Mg C l  0.02 M n j n s t d a  à pH 7.4 2 

Les p r d p ~ ~ r a t i o n s  s o n t  r e c o u v e r t e s  pur  l a  s o l u t i o n  de DNase. E l l e s  

s o n t  p l n c 6 e s  à 37OC p z n d ~ n t  1 heure .  E l l e s  s o n t  e n s u i t e  p long6es  

pendant  3 0  minutes  dans une s o l u t i o n  g l n c c e  de P.C.;. à 2 $ pour 

e n l e v e r  l e s  p r o d u i t s  dc a i g e s t i o n  a c i d o - s o l u b l e s  . E n s u i t e ,  e l l e s  

s o n t  l a v k e s  à l ' e a u  c o u r a n t e  pendunt 60 minu tes ,  

10.3- T e s t  à 13 r i b o n u c l é a s e  (BR~LCHET, 1953) 

L 'hydro lyse  du RNA e s t  provoquée pa r  une s o l u t i o n  à 0.1 rig/w.l 

de r ibonuc lCnse  dans  de  l ' e a u  d i s t i l l é e  a j u s t é e  à pH 6 ( c e t t e  so -  

l u t i o n  e s t  c h a u f f 6 e  à 80°C pcndznt  I O  minu tes  pour i n a c t i v e r  l n  

DNase e t  l e s  p r o t 6 a s e s  q u i  p o u r r a i e n t  con taminer  l a  s o l u t i o n ) .  



Les p r é p ~ . r a t i o n s  s o n t  c o u v e r t e s  p a r  l a  s o l u t i o n  de  RNnse e t  p l a -  

c6cs  à l V L t u v e  à 37°C pendant  1 à 2 h e u r e s .  

Après 13 d i g e s t i o n  enzyn3- t ique ,  l e s  lz~iles s o n t  p longées  dLms une  

s o l u t i o n  g lncbe  d c  P.C.A. à 2 5: pendnnt  30 n i n u t e s  pour  e n l e v e r  

l e s  p r o d u i t s  de d i g e s t i o n  a c i d o - s o l u b l e s .  Z l l c s  s o n t  e n s u i t e  

l a v d e s  à lf ei'u c o u r a n t e  pcndan t  60 n i n u t e s .  

Lcs pr6pc . ra t ions  on t  C t C  c o l o r 6 e s  à l ' h é n n t o x y l i n e  HARRIS 

e t  d i f Î J r e n c i 6 e u  à l l d r y t h r o s i n e ,  

C e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  de d e n s i t 6  - 

O n  sa i t  que c e t t e  r îé thode permet l n  sépx t - a t ion  des  DNA de  

d e n s i t é s  ~ f f ~ r e n t e s  (IESELSON, STLHL e t  VINOGRAD, 1957). E l l e  

r e p o s e  s u r  l e  p r i n c i p e  que d a n s  un  g r a d i e n t  dc  d e n s i t é ,  l e s  mole- 

c u l e s  d e  DH,I s c  p l r i c e n t  en  f o n c t i o n  dc l e u r  d e n s i t 6  p r o p r e .  e n  

é q u i l i b r e  .z.vec l a  d e n s i t 6  l o c a l e  du g r a d i e n t .  

Le grz-d ien t  e s t  forn: de c h l o r u r e  de c b s i u n  e t  e s t  ob tenu  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à 1û t c ~ l p e r z t u r e  ambian te  à 27.000 tpm pendnnt  

62 heu res .  

11.1 - P r é p a r a t i o n  des  L c h a n t i l l o n s  de t i s s u s  nnimnux 

De nonbrcuses  x 6 t h o d e s  d ' e x t r a c t i o n  du DîJii à p a r t i r  d ' o r g z n e s  

a i i p a u x  o n t  L t G  p roposCes  g e l l e s  on t  t o u t e s  u n  p o i n t  corniun, 

l e u r  f a i b l e  r sndement  . 
Nous d e v i o n s  c h e r c h e r  à o b t e n i r  l e  rendement  n a x i n u n ,  c a r  hos  

é c h a n t i l l o n s  d o i v e n t  ê t r e  r e p r c s e n t n t i f s  q u a n t i t n t i v e n e n t  e t  

q u n l i t a t i v c n e n t  d e  c e  q u i  e x i s t e  dans l e s  o r g a n e s  ou t i s s u s .  



Nous i.vons 6 t 6  aiiaen6 à r e c h e r c h e r  une rnGthode d ' e x t r a c t i o n  e t  

dc pux i . f i ca t ion  s u f f i s ~ z ; ~ ! e n t  douce pour p r c s e r v e r  au  r i~axiaun 

l e s  s t r u c t u r e s ,  ~ u f f i s a ~ z i i i e n t  s S l e c t i v e  pour o b t e n i r  des  échan- 

t i l l o n s  p r o p r z s  s a n s  contû ia innnts  i m p o r t a n t s .  

Nous avons  obtenu lés r i ~ i l l e u r s  r 6 s u l t a t s  avec l a  mLthode q u i  

conprend l e s  S t c p e s  s u i v a n t e s  : 

- Le t i s s u  a s t  honogcnLis5 & l ' U l t r a - T u r r a x  pendant  1 0  secondes  

dans une  s o l u t i o n  con-canant Np.Cl  0 .15 I I  + EDTII 0.1 14 e t  ajzs- 

t d e  à p H  8 (pour  1 g de t i s s u  nous employons 40 m l  de  s o l u -  

t i o n ) .  

- On a j o u t e  du s o d i u n  dodécyl  s u l f a t e  (SDS) pour o b t e n i r  une 

c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  de 1 $ e t  b n s u i t e  2 mg/nl de pronnse  

( ~ n l b i o c h e r n  g r a d e  a ) (+ ) .  Le n c l a n g e  e s t  i n c u b i  à 7 7 O C  pendant  

2 heur  e s .  

- Les a c i d e s  n u c l é i q u e s  s o n t  p r G c i p i t 6 s  à. l ' r i d e  d ' a l c o o l  (con- 

c e n t r a t i o n  f i n a l e  66 :A). 

Dans c e s  c o n d i t i o n s  de p r é c i p i t a t i o n ,  12. p ronase  e s t  t o u j o u r s  

s o l u b l e  e t  c s t ,  de  c e  f a i t ,  Glimin6e ( ~ i g . 4 ) -  

- Le p é c i p i t L  e s t  r c n i s  ?n s o l u t i o n  dans l e  mélange N a C l  - 
EDTAZ - SDS e t  n p r è s  a v o i r  z j o u t c  de l n  r i b o n u c l 4 a s e  ( 5 0  pg/ml) 

on i n c u b e  à 3 7 O C  pendznt  1 heure .  

- On a j o u t e  s n s u i t e  2 m g  de p ronnse  pcs  n l  de s o l u t i o n  e t  on 

i n c u b e  a 37°C p c n d ~ n t  2 hénres .  

- Le DNAL e s t  p r c c i p i t i !  à l ' n i d e  d ' a l c o o l  ( c e n c e n t r a t i o n  f i n a l e  

66 %). Le p r G c i p i t 6  e s t  1av6 p l u s i e u r s  f o i s  2.vec de l ' a l c o o l  

70 7: e t  rerilis e n  s o l u t i o n  dans  N a C l  0.15 11 - c i t r a t e  t r i s o d i -  

que 0.015 M pIi 7.9, 

(+ )  L a  s o l u t i o n  de p r o n l s e  e s t  i n c u b h e  pendant  quelques  h e u r e s  à 
37°C pour provoqusr  une t ~ u t o d i g e s t i o n  des  n u c l k a s e s  contami-  
nan t  1s- p r c p a r a t i o n .  



C e n t r i f u g a t i o n  

A 3 m l  de c e t t e  s o l u t i o n  c o n t e n a n t  e n v i r o n  75 r n i ~ r o g r ~ i m e s  de  

DNN, on a j o u t e  3.75 g  de c h l o r u r e  dz c z s i u n  p.a. Après d i s s o -  

l u t i o n  du C s C 1 ,  on c e n t r i f u g e  - s ' i l  y a  l i e u  - pour e n l e v w  

l e s  p r o t L i n e s  dbnaturGes q u i  f o rnen t  unc couche su rnagean te .  

T r o i s  n l  de 12. s o l u t i o n  s o n t  places dwns un  t u b e  en  n i t r a t e  

de c e l l u l o s e  e t  25 à 30 pg de DNh de r L f 6 r e n c c  ( d e n s i t e  connue) 

s o n t  a j o u t é s .  

Le t u b e  c o n t e n a n t  l a  s o l u t i o n  à u l t r û c e n t r i f u g e r  e s t  p l acé  

dans u n  r o t o r  à g o d e t s  bascul-r..i?ts (SJI 39) e t  il e s t  c e n t r i f u g é  

à 27.000 tpr,~ pendant  62 h e u r e s  dans un u l t r a c e n t r i f u g e u r  

Sp inco  p r 6 p n r a t i f  L4. 

11.3- Frac t ionnement  

Après c e n t r i f u g u t i o n ,  l e  t u b e  e s t  p l a c é  ddns l e  d i s p o s i t i f  

i n d i q u é  s u r  13 photo  2. 

Le t u b e  d t a n t  s o l i t d a m e n t  maintenu,  l c  fond  e s t  p e r c i  à l ' a i d e  

d 'une a i g u i l l e  a b i s c m  c o u r t  No 18. 

En i n j e c t a n t  de l ' h u i l e  dc s i l i c o n e  à l ' a i d e  d 'une  s e r i n g u e  

dont  l e  p i s t o n  e s t  s o l i d a i r e  d 'une  v i s  n i c r o ~ ~ ~ i t r i q u e ,  on pro- 

voque lg Ccouleinent des  g o u t t e s  sous  p r e s s i o n  c o n s t a n t e  e t  à 

v i t  e s s e  c o n t r ô l e e .  

Les g o u t t e s  s o n t  r e c u e i l l i e s  d m s  des f i o l e s  d i s p o s 6 e s  en 

s p i r a l e  s u r  un 2latez.u ; l c  b r a s  q u i  p o r t e  l e  t u b e  e s t  s o l i -  

d a i r e  du p l a t e a u  e t  s e  d6p lace  en s u i v a n t  l a  s p i r a l e .  

Les 3 n l  de s o l u t i o n  s o n t  f rac t ionn4.s  à r a i s o n  de 2 g o u t t e s  

p a r  f i o l e .  Avec l e s  t i s s u s  ~ u r i a a u x ,  on o b t i e n t  110 f r a c t i o n s  

e n v i r o n ,  



Après a v o i r  a j o u t é  1 r d  d '  eau aux  f i o l e s ,  on d é t e r n i n e  l e  

s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  dzns  l ' U . V .  à l l z i d e  d ' un  îvBecknan DKI 

r e c o r d i n g  s p e c t r o m e t  e r "  . 
Pour e s t i m e r  l n  d e n s i t s  des  n o l & c u l e s  r a d i o a c t i v e s ,  nous a j o u -  

t o n s  des  r 6 f C r e n c ~ s  de  d e n s i t s ,  cu q u i  nous  permet  de dc t a rmi -  

n e r  l e s  p r o p r i 6 t G s  du g r a d i e n t .  

A e n v i r o n  60 pg de DNll A m ~ l y s e r  , nous a j o u t o n s  30 pg de DNA 

p u r i  f i 5  de ILI. l y s o d e i k t i c u s  . 
P a r  l a  t e c h n i q u e  de p r 6 p z r a t i o n  des  6 c h a n t i l l o n s  d é c r i t e  c i -  

d e s s u s ,  nous  ob tenons  des  DNA+ suffisalr . ient p u r i f i G s  pour  que ,  

par s p e c t r o p h o t o n L t r i e  dans  l ' U . V . ,  la p o s i t i o n  du DNa endoè 

gène  e t  c e l l e  du DNA de r d f é r e n c e  p u i s s e n t  ê t r e  d é t u r u i n L e s  

a v e c  p r G c i s i o n  (F ig .5 ) .  De c e t t e  f açon ,  deux  p o i n t s  du g r a d i e n t  

s o n t  connus e t  l ' c s t i i a a t i o n  de 1 û  d e n s i t e  des  t i o l é c u l e s  i ncon-  

nuzc  1-uut sc f a i r e  2-r i n t e r p o l z t i d n  ( ~ i ~ . $ ) .  , .  
La r n d i o n c  t i v i t 6  des  s û l u t i o n s  e s t  e n s u i t e  e s t i m é e  a p r è s  hydro-  

l y s e  a c i d e  à chc.ud. Nous n j o u t o n s  0.1 nl dlHC1 c o n c e n t r 6  aux  

f i o l a s  q u i  s o n t  e n s u i t e  c h n u f f c e s  à 70°C p m d a n t  20  n i n u t e s .  

Après r e f r o i d i s s e m e n t ,  on a j o u t e  15 n l  de  m i l i e u  s c i n t i l l a n t  (+  > 
e t  l a  r a d i o a c t i v i t 4  e s t  es t i rode nu coi .~ptdur  à s c i n t i l l a t i o n  

l i q u i d e  Packa rd ,  

En p o r t a n t  e n  ordonn4e l a  v a l e u r  de l ' a b s o r p t i o n  u l t r a v i o l e t t e  

ou c e l l e  de l a  r a d i o n c t i v i t d  è t  cn a b s c i s s e  l e  numGro d ' o r d r e  

de  l a  f r a c t i o n ,  on o b t i e n t  des  dingrariil.ies où l e s  d i f f i - r e n t e s  

v a l e u r s  d e s s i n e n t  des  c o u r b e s  q u i  s o n t  s y n G t r i q u e s  s i  l n  cen- 

t r i f u g a t i o n  a é t 6  s u f f i s a n t e  e t  s i  l a  q u a n t i t e  de DNB a StS 

convenab le  ( ~ i g . 6  e t  7 ) .  

(+ )  Nnph tn lène ,  100 g ; PPO, 10 g  ; POPOP, 250  mg ; a l c o o l  G t h y l i -  
q u e ,  200 m l  ; d ioxane  , 1000 m l  (Nélange DDT) . 



En vue d tGprouver  13 nbthode  de p r c p a r a t i o n ,  nous y~vons a j o u t 6  

à un honogEnnt d '  organe 1 0  pg de D N A - ~ H ,  D20 de B . s u b t i l i s  e t  

nous avons e s t i m é  l n  r a d i o a c t i v i t 5  r e t r o u v c e  a p r è s  t o u t e s  l e s  

m a n i p u l a t i o n s  d '  e x t r a c t i o n .  

Nous avons,  e n  o u t r e ,  a j o u t 6  à une s o l u t i o n  f r a î chement  prépa-  

de  B. s u b t i l i s  , 

Les deux C c h a n t i l l o n s  o n t  Z t G  s o u n i s  à l ' u l t r n c e n t r i f u g a t i o n .  

La F i g , 9  nous n o n t r e  l e s  diagrammes obtenus .  

Lors  des m a n i p u l a t i o n s  d 1  e x t r n c  t i o n ,  nous avons perdu e n v i r o n  

1 0  5: de 12 r a d i o a c t i v i t é .  

S u r  l a  Fig .  9 ,  nous pouvons a u s s i  v o i r  que l e  DNli r a d i o a c t i f  

a S t 6  l cgè remen t  d<polymCris6 p a r  l e s  man ipu la t ions .  Ln bnse  

(+4 de la courbe  e s t  p l u s  l i r g e  . 
Les é c a r t s - t y p e  de l n  d i s t r i b u t i o n ,  q u i  s o n t  c a r a c t é r i s t i q u e s  

de 1 ù  grandeur  molLcu la i r e  s o n t ,  d m s  l e  c a s  du D N a  a j o u t é  

a p r è s  p h é p a r a t i o n  des  & c h a n t i l l o n s ,  6gaux à 13 $6 pour 18 7; 

dans l e  cns  du D ~ A  a j o u t &  avan t  l e s  m a n i p u l a t i o n s  d ' e x t r a c -  

t i o n .  Ce q u i  s i g n i f i e r a i t  une d i m i n u t i o n  du p o i d s  m o l é c u l a i r e  

d1 env i ron  10  %/o. 

(') P l u s  l a  masse d ' u n e  p a r t i c u l e  e s t  g r a n d e ,  moins v i t e  e l l e  
d i f f u s e ,  c e  q u i  permet de p r 6 v o i r  que l a  l a r g e u r  de l a  bande 
e s t  une f o n c t i o n  de l a  n a s s e  n o l S c u l a i r e  de c e t t e  p a r t i c u l e  
(ELIAS, 1961).  



ETUDE PAR CHROi~iliTOGRAPHIE DE I IODIFI ChTION S PROVOQUEES DU DNA 

Pur n o t r e  ci l thode de  c h r o n n t o g r a p h i e ( + ) ,  b r s é e  s u r  l l é l u t i o n  

d i f  f e r e n t i e l l e  de  rao l&cules  de P.IL. d i f  f t r e n t s  , nous avons  k t u d i é  l a  

d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  e t  1' h y d r o l y s e  enzymat ique ,  deux  phcnomènes 

p a r t i c u l i è r s n 6 n t  i n t L r e s s n n t s  pour  l l i n t e r p r L t a t i o n  de  r e s u l t a t s  b io-  

l o g i q u e s  ob tenus  i n  v i v o  ou i n  v i t r o .  

On sait  q u e  l a  DNase n e u t r e  p a n c r e a t i q u e  n g i t  nu n i v e a u  des  

l i a i s o n s  S ' p h o s p h a t e .  Le DNL e s t  a i n s i  dGpolynCrisé e t  hydro lysS  en  

d i - ,  tri- e t  poly-5 ' -nucl[ o t i d e s  , 

La c h a l e u r  a g i t  s u r  l e s  l i c i s o n s  hydrogène r e l i a n t  l e s  deux  

c h û î n e s  d e  D1J1, e t  on o b t i e n t ,  a p r e s  c h a u f f a g e ,  un DNL monoca téna i r e .  

Dans c e s  e x p G r i c n c e s ,  nous avons  u t i l i s e  du DNli de thymus 

de veau p r b p a r é  s u i v a n t  la fiicthode de  KKY (1952). 

Ln c o n c e n t r a t i o n  en  n u c l C o t i d e s  des  dif f c r e n t e s  f r a c t i o n s  

de  DNA a i t s  es t i i36e  à p a r t i r  s u  s p e c t r e  5.V. e n k e g i s t r ;  s u r  un s p e c -  

t r o p h o t o a è t r e  Beckmnn DKI. La d i f - r e r e n c e  c n t r e  l n  v a l e u r  du s p e c t r e  

à 260 fi* e t  c e l l e  à 3 0 0  mp nous donne une mesure de l a  c o n c e n t r a t i o n .  

1. C i n c t i q u e  de l ' a c t i o n  de l a  DNnse (++ > 

Le g r a p h i q u e  1 0  montre  l e s  r é s u l t a t s  de l ' a c t i o n  de  d i f f b -  

r e n t e s  q u n n t i t h s  de DNase ( 0 , 0 1 ,  0 .025 ,  0.100 e t  0.400 wg) s u r  

une mene q u z n t i t 6  de  DNA (540  pg de  DNri de thymus de veau ) .  

Les  c o n d i t i o n s  de c h r o n a t o g r a p h i e  c e n t r i f u g L e  s o n t  l e s  

nêmes dans  l e s  q u a t r e  e x p c r i e n c e s .  

(++) Les r b s u l t a t s  de c e s  e x p d r i e n c e s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d ' u n e  n o t e  
p r 6 l i m i n a i r e  e n  c  o l l n b o r a t i o n  avec  LEDOUX (1963) .  



Le DNA e s t  incubL avec  l a  DNcse en prGsence d e  MgCl 
2 

5. O dans un tzinpon pl iosphate  0.01 I l  (PH 7.8) à 37.C. h p r è s  

0 ,  2 0 ,  40 e t  60 n i n u t c s ,  une u l i q u a t z  e s t  p rL lev6e  e t  on y a j o u t e  

un mGlange f r o i d  de sod iu i l  d o d c c y l  s u l f a t e  (SDS) e t  de  v e r s è n e  

( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  2.5 :d SDS - 0-75 M EDTA). 

Après  h n n o g & n é i s a t i o n ,  l e  n e l a n g e  e s t  adso rb6  s u r  l a  p u l p e  

d e  p a p i e r  q u i  e s t  ir.v,iL d i a t e m e n t  c e n t r i f u g é e .  

Les r 6 s u l t p . t ~  mon t ren t  qu '  aux  f a i b l e s  c o n c e n t r a t i o n s  en  

enzyme, s e u l e s  Tes f r a c t i o n s  l e s  p l u s  polymCrisSes s u b i s s e n t  

l ' a c t i o n  d e  l a  DNase. 

A i n s i ,  avec  l a  p l u s  f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  e n  enzyme (Graphi-  

que 10/1)  l a  f r a c t i o n  6 diminue e t  l a  5 augmente.  A une eoncen- 

t r a t i o n  p l u s  Clevée  en  enzyme, la f r a c t i o n  6 diminue p l u s  f o r t e -  

ment ,  t a n d i s  que l n  5 p a s s e  p n r  un  maximum. S i  l n  c o n c e n t r a t i o n  

e s t  e n c o r e  p l u s  Glevke ,  12s f r a c t i o n s  5 e t  6 d iminuen t  i n m é d i a t e -  

men t ,  t a n d i s  que 12. Lk pnssL p a r  un niaximum, e t c . .  . (Graphique  10/3). 

C a t t e  c i n d t i q u e  nous ziontre  i f i n t e r r e l a t i o n  e x i s t a n t  e n t r e  

l e s  d i f î L r e n t e s  f r a c t i o n s  Gludes s u r  p a p i e r  de DUE-c e l l u l o s e .  

k côte des  m o d i f i c a t i o n s  e n r e g i s t r d e s  dans l e  diagramme d f é l u t i o n ,  

nous  avons  kgalement  i nd iqu ;  l e s  changeiacnts de  l a  v i s c o ç i t d  me- 

surGe d m s  un i r i i c r o - v i s c o s i n è t r e  d '  OSbiiiLD ( ~ r a p h i q u e s  10/1,2,3). 

On p e u t  v o i r  que l n  c h u t e  de  v i s c o s i t 6  s u i t  e x a c t e n e n t  l a  

d i i x i n u t i o n  en  c o n c e n t r a t i o n  de 1:; f r a c t i o n  6.  P l u s  la d i n i n u t i o n  

e s t  r a p i d e ,  p l u s  12 c h u t e  de v i s c o s i t L  e s t  i m p o r t a n t e .  Une f a i b l e  

m o d i f i c a t i o n  du P.IL s e  t r a d u i t  iizrie d ia t emen t  prir une d in i inu t ion  

de l a  f r a c t i o n  6 e t  p a r  une  c h u t e  de  l a  v i s c o s i t é .  



On p ~ u t  a u s s i  s e  r e n d r e  compte,  s u r  l e s  g r a p h i q u e s ,  qu ' aux  

c o n c e n t r a t i o n s  e n  enzynes  tud di ces, il n ' y  n  sas û p p n r i t i o n  de 

f r a c t i o n  a c i d o - s o l u b l e  (1 e t  2 ) .  

2. CinC t i q u e  de la d t n a t u r a t i o n  t h e n i i q u e  -- 

Nous avons vu e n  L t u d i y n t  p n r  c h r o n n t o g r n p h i e  d e s  DNd d 1  o r i -  

g i n e s  d i f  f d r e n t e s  ( b c c t é r i e n s  , ~ ~ n i n a u x ,  vég2 tnux) ,  que l e s  f r a c -  

t i o n s  q u i  s o n t  l e s  p l u s  i i i i po r t an t e s  pour  13 c c r i r ü c t ~ r i s a t i o n  des  

(+  1 DNi i ,  s o n t  l e s  f r a c t i o n s  o b t e n u e s  Evec l e s  é l u a n t s  a l c a l i n s  . 
Pour  c e t t e  r a i s o n ,  nous uvons essr.y6 d 'augmenter  l a  r6so -  

l u t i o n  du f r a c t i o n n m e n t  en  r e c h d r c h a n t  de  nouveaux C l u a n t s  capz-  

b l e s  de  scpc î re r  l e s  molLcules  dGsorb6es e n  ~ i i l i e u  ~ l c n l i n .  

En nous b a s a n t  s u r  1 è  schcma e x p f r i n e n t ü l  de BENDICH, 

FRESCO, ROSENKRANZ e t  BELbER (1955J1, nous avons r e t e n u  1 2  6 l u a n t s  

q u i  s o n t  c a p a b l e s  de s L p n r e r  des  f r n c  t i o n s  b i e n  d i s t i n c t e s .  

Nous avons n p p l i q u 5  13 t e c h n i q u e  > i n s i  r , lod i f i&e,  à l ' é t u d e  

de 12. d G n a t u r a t i o n  thermique  e t  de l n  c i n c t i q u e  de l u  d c n a t u r a -  

t i o n  a d i f f G r d n t e s  t c n p é r c t u r e s .  

Le Graphique  1 1  montre 12  courbe  de d c n n t u r n t i o n  du DNA de  

thymus d e  venu u t i l i s 5 .  C e t t e  c o u r b e  ( a i n s i  que l e s  r b s u l t a t ç  q u i  

s u i v e n t )  o n t  i t L  o b t e n u s  dzns l e s  c o n d i t i o n s  e x p S r i m e n t a l e s  dd- 

c r i t e s  p a r  i.lnHT:UR e t  DOTY (1959) : 

- 20 p g  d e  DNA/ml e n  s o l u t i o n  s a l i n e  c i t r u t 6 e  (0.15 M N a C l  + 

0.075 i'i c i t r n t e  t r i s o d i q u e ) .  

Ln c i n c t i q u e  de d e n a t u r a t i o n  a ; t é  ( t ud iGe  à 67, 7 2 ,  87 

e t  100°C. 

(+ )  Ces r 4 s u l t a t s  f o n t  l ' o b j e t  d ' une  p u b l i c a t i o n  de  CHARLES e t  
LEDOUX ( 1966 1. 



Les r k s u l t n t s  o b t e n u s  s o n t  r e p r i s  s u r  l o s  F i g u r e s  1 2 ,  13, 

1 4  e t  15"); on p e u t  v o i r  .juc l a  c h a u f f a g e  ~ n t r n î n e  de l u g è r e s  

m o d i f i c a t i o n s  d a n s  l ' i m p o r t a n c e  r e l a t i v e  d e s  d i f f e r e n t e s  f r a c t i o n s ,  

AUX te i i ip&ra tures  i n f t r i e u r e s  au p o i n t  de f u s i o n ,  r i e n  d ' impor tan t  

n e  semble  s e  p a s s e r .  AUX t e s p l r ~ . t u r e s  p l u s  i l e v L e s ,  l ' a l l u r e  g é n t -  

r a l e  du phcnonène e s t  l a  iilGi,le : d i n i n u t i o n  d e s  f r n c t i o n s  l e s  p l u s  

p o l y r ~ t r i s C e s  (8 à 12)  au b c n c f i c c  des  f r a c t i o n s  5 e t  7, 

A 100°C ( ~ i g .  1 6 ) ,  <?.près 1 0  minu te s  dz c h n u f f a g e ,  p re sque  

t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s  du DNAL de d e p a r t  o n t  C t L  t r n n s f o r n L e s  e n  

f r a c t i o n  7. Mais c e s  r ro lkcu le s  , l o r s q u '  e l l e s  c  o n t i n u e n t  à ê t r e  

c h a u f f 4 e s  à 100°C, c o n t i n u e n t  à s e  ~ i o d i f i e r  e t  d e v i e n a e n t  f i n a l e -  

ment L l u a b l ~ s  Gn p o s i t i o n  5. Après 60 m i n u t e s  de c h a u f f a g e ,  l e  

diagramme d'  & l u t i o n  sCrnble s e  s t a b i l i s e r .  

Sur  l e s  Graph iques  16 e t  1 7 ,  on peu t  a u s s i  v o i r  que l a  

f r a c t i o n  4 d i n i n u e  avec l e  temps e t  d e v i e n t ,  e l l e  z u s s i ,  & l u a b l e  

en  p o s i t i o n  5. 

Des r 6 s u l t a t s  o b t e n u s  on p e u t ,  s e i a b l c - t - i l ,  c o n c l u r e  que 

l e s  f r a c t i o n s  1 ,  2 c t  3 ne s o n t  pas  n o d i f i 6 e s  p a r  c h a u f f a g e ,  que 

l n  f r a c t i o n  4 e s t  l a  s e u l s  q u i  e s t  dCsorb tc  n p r è s  c h a u f f a g e  à 

une  c o n c e n t r a t i o n  i o n i q u e  p l u s  t l e v c e ,  que t o u t e s  l e s  a u t r e s  

f r a c t i o n s ,  np rès  c h a u f f a g e ,  s o n t  k l u ~ e s  à des  c o n c e n t r a t i o n s  

i o n i q u e s  ou à des  pH p l u s  b a s ,  

De c e s  deux [ t u d o s  ( h y d r o l y s e  enzyi.iL:tique e t  dLnatura. t ion 

t h è r n i q u e ) ,  il semble q u ' o n  p u i s s e  t i r e r  un c e r t a i n  nombre de 

c o n c l u s i o n s .  

( + )  On peu t   ussi si v o i r  q u ' e n  r e f r o i d i s s a n t  l e n t e m e n t  laa s o l u t i o n s  
a p r è s  c h a u f f a g e ,  on n '  o b s e r v e  pas  de r e n ~ t u r a t i o n  c o r n e  avec l e s  
DNA b a c t L r i e n s ,  



P H O S P H A T E  

Figure 19, 

Correspondance e n t r e  les é l u a n t s  

a : t echn ique  avec  12 é l u a n t s  
b : t e c h n i q u e  avec 6 éluants, 



Out re  l ' i n t e r r e l a t i o n  e x i s t û n t  e n t r e  l e s  d i f f 6 r e n t e s  

f r , z c t i o n s ,  on p e u t  s e  r e n d r e  c o u p t e  que t o u t e s  l e s  f r x t i o n s  

peuvent  s u b i r  l ' a c t i o n  de  l a  DNase e t  que l e s  p r o d u i t s  ob tenus  

(4- 1 s 1 6 1 u e n t  à des  c o n c e n t r s - t i o n s  i o n i q u e s  p l u s  f n i b l e s  . 
Lü d v n a t u r a t i o n  p r o d u i t  un reisi~nie:.~ent p ro fond  dans  l e  

diagranme d'  ( l u t i o n .  P a r  ch roma tograph ie  s u r  p u l p e  de p a p i e r  de 

D U E - c e l l u l o s e ,  on ne  p a r v i e n t  pas à s c p a r e r  l e s  formes n a t i v e s  

e t  d é n a t u r c e s  du DN* ( l e s  f r a c t i o n s  7 e t  5 ,  p2r  e x e n p l e ,  peuvent  

t r è s  b i e n  c o n t e n i r  d e s  mo l5cu le s  n z t i v e s  ou d6na tu rLes  ou un 

mélange des  deux) .  

Ces r 5 s u l t n t s  n o n t r e n t  e n f i n ,  que l n  ch roma tograph ie  s u r  

p u l p e  de p o p i e r  de D h E - c e l l u l o s e  p e u t  S t r e  u t i l i s G e  pour  1' d t u -  

de de m o d i f i c a t i o n s  a p p a r a i s s a n t  dans une p o p u l a t i o n  de m o l & c u l e s  

de DEA soumises  à l ' a c t i o n  de  d i f f i r e n t s  a g e n t s  p h y s i q u e s  ou 

b i o l o g i q u e s ,  

(+ )  La F i g u r e  18 montre  l e s  r 6 s u l t c t s  ob tenus  p a r  l n  mbthode de 
ch roma tograph ie  avec  12 G l u a n t s  l o r s  de l ' h y d r o l y s e  enzyrnztique. 
Dans c e  c a s ,  à 12. p l u s  f n i b l e  c o n c e n t r a t i o n  e n  enzyme, on peu t  
v o i r  que l e s  n o d i f i c n t i o n s  s o n t  dCjà t r è s  i n p o r t û n t e s  e t  l e s  
r c s u l t a t s  c o n f i r m e n t  ceuix observLs  avec  6 G l u a n t s  ; l a  v i s c o -  
s i t é  s u i t  p a r x l l è l e r n e n t  l e s  m o d i f i c a t i o n s  de l n  f r û c t i o n  6. 
La F i g u r e  19 n o n t r e  l n  co r r e spondance  des  G l u a n t s .  



ETUDE DU SGRT DU DNtL IITJECTE CHEZ LSI SOURIS 

INJECTION INTRLIVEINEU~E DE DNh TRITIE HETEROLOGUE ii L i  SOURIS - 

Pour  t o u t e s  nos  e x p e r i e n c e s ,  nous avons u t i l i s e  d e s  s o u r i s  

a d u l t e s  BALB/C. 

Le D K - ~ H  de E . c o l i  en s o l u t i o n  s a l i n e  c i t r a t G e  (NaCl 0.15 M 

c i t r a t e  t r i s o d i q u e  0.015 M) e s t  i n j e c t J  dans  12, v e i n e  c a u d a l e .  

S e u l s ,  l e s  anin:iux chez  q u i  l ' i n j e c t i o n  ~ v a i t  p l e inemen t  

r é u s s i ,  o n t  c t i  gardGs pour  l e s  examens u l t 6 r i e u r s .  

Pour  l ' i n j e c t i o n ,  l t a n i m n l  e s t  n a i n t e n u  dans un c y l i n d r e  

perc: de t r o u s  pour  l f n 5 r a t i o n .  A l f u n e  des  e x t r L m i t é s  du c y l i n d r e ,  

une  encoche dnns l e  bouchon de f e r m e t u r e  per r ie t  de n n i n t e n i r  l a  queue 

de  l ' a n i m a l  h o r s  de If a p p a r e i l .  L ' i n j e c t i o n  s e  f a i t  a u s s i  r a p i d e m e n t  

que p o s s i b l e .  

Ln f i n  de  l ' i n j e c t i o n  e s t  c o n s i d é r 6 e  co1î1me temps O de  l ' e x -  

p d r i e n c  e  p r o p r e n e n t  d i t e .  

L u i v a n t  l e s  e x p c r i e n c e s ,  nous avons  i n j e c t C  de IO à 200 

n i c r  ograr i~ ies  de DN+i p a r  animul .  

Du s?.ng ( 5 0  n i c r o l i t r e s )  e s t  prClev4  à d i f f e r e n t s  n o n e n t s  

a p r è s  1 9 i n j c c t i o n ,  s o i t  pa r  p o n c t i o n  à 1 9 n i d c  d ' u n  c a p i l l a i r e  hepn- 

r i n i s L  dnns l c  s i n u s  r c t r o - o r b i t a l ,  s o i t  en  f i n  d '  expGrience  p a r  

p o n c t i o n  c a r d i a q u e  a p r è s  l 4 g è r e  z n e s t h é s i e  à l ' c t h a r .  



1.1 - Etude  b ioch imique  

Nous avons e s t i n 5  lé nonbre  de d 5 s i n t é g r a t i o n s  par minu te  

(dpn)  nu temps 0 ,  en  consid,r . .nt  qua l e  DP:~.-'H s e  m c l a n g a a i t  au 

s a n g  de f a ç o n  p r e s q u e  i n a t  n n t a n ~ e  e t  que l a  r a d i o n c t i v i t C  i n j e c t 6 e  

s e  d i l u 2 i t  dans un  vol ic~ie  rioyen de 2 a l  de s a n g  t o t a l .  

Les d i f f G r e n t s  ~ c h ~ ~ n t i l l o n s  p rL lev6s  (50 p l  d e  s a n g  t o -  

t a l )  o n t  é t 6  digGrLs à t e i f ip&ra ture  x i b i a n t e  dans  250 p l  d 'hynmine 

b a s e  0 .5  I i  dans l e  n d t h û n o l  e t  l e u r  r a d i o a c t i v i t 6  a &t& rilesurGe 

e n  p rLsence  de 15 1'11 de nLlznge  s c i n t i l l a n t  DAV p a r  s c i n t i l l a t i o n  

( + >  l i q u i d e  . 
L ' e f f i c i e n c e  du conp tnge  e s t ,  dans c e  c a s ,  é g a l e  à env i -  

r o n  1 ,5  %. 

Les Graphiques  20 ,  21 e t  22 ii iontrent l a  v a r i a t i o n  de l a  

r a d i o a c t i v i t é  du s z n g .  On ;?eut v o i r  que c e l l e - c i  d i s p n r a î t  t r è s  

r ap idemen t  du s s n g  c i r c u l a n t .  

D i f f 6 r e n t c s  e x p c r i c n c e s  nous  ont  mont ré  que l e  temps de 

d e m i - d i s p a r i t i o n  c s t  une f o n c t i o n  de  l a  q u a n t i t c  i n j e c t h e  ( ~ i ~ . 2 3 ) .  

Nous obse rvons  ~ g d e n e n t  que l n  r û d i o n c t i v i t h  ne  d i spa -  

raît p a s  co inplè tenent  pendant  l e s  t e n p s  < t u d i C s .  

Le & j o u r  du DN..-~H dans  l e  s a n g  n p p ü r n î t  donc comne t r è s  

c  o u r  t . 
A f i n  de d L t e r n i n e r  s i  s a  d i s p a r i t i o n  e s t  accompagnce ou 

non d ' u n e  dCgrnda t ion ,  des  L c n a n t i l l o n s  o n t  e t <  e x t r a i t s  p a r  du 

P.C.r,. à 5 (;A à O°C (pendCant 30 m i n u t e s ) .  

(+)  Les  comptages s o n t  effectues de t e l l e  n a n i e r e  que l ' e r r e u r  s o i t  
i n f ~ r i e u r e  à 3 ;;. 



Pour f a c i l i t e r  l n  p r V c i p i t a t i o n  dc l a  f r a c t i o n  i n s o l u b l e ,  

nous avons a j o u t 6  LUX ~ c h n n t i l l o n s  (50 p l  de s n n g )  50 pg de DNA 

non r ad ioL ic  t i f  de thymus de venu,  coa:,le e n t r a î n e u r .  

Notons que l e  DEL,-'H i n  j e c t c  p r o v e n a i t  d 'une  p r L p u r a t i o n  

f r a î c h e  e t  l i b r e '  d e  f r a c t i o n  a c i d o - s o l u b l e .  

Le Grnphique  24 n ~ o n t r e  q u ' i l  n t  y a p a s  a p p n r i t i o n  d ' u n e  

r a d i o a c t i v i t L  :&c ido - so lub le  i n p o r t a n t  e p e n ~ n l i t  l e  sG j ou r  du DN*I 

t r i t i é  dans l e  s a n g .  Ln cou rbe  de d i s p a r i t i o n  de 1 r a d i o a c t i v i t k ?  

semble  l i é e  & 12. f r n c t i o n  i n s o l u b l e  e t  e s t  c o n p a r a b l e  à c e l l e  

ob tenue  A p2.rti.r du s n n g  t o t z l ,  

Notons cependan t  qu 'une  f a i b l e  r a d i o a c t i v i t h  ûc ido - so lu -  

b l e  a p p a r a î t  à un moment où 80 9; de l n  r û d i o û c t i v i t 6  t o t a l e  a 

d i s  pa ru .  

Bien que nous  n e  voyions  p a s ,  pendant  1 2  s& jour  du DNA 

t r i t ic  dans l e  s a n g ,  a p p u r < d t r e  de c o n p o ~ ~ ~ n t s  n c i d o - s o l u b l e s  en 

q u ù n t i t é  i n p o r t a t e ,  il s e  p o u r r a i t  L v i d e m ~ e n t  que l e s  p r o d u i t s  

d ' une  h y d r o l y s e  b v e n t u e l l e  s o i e n t  G l iminés  t r è s  r ap idemen t ,  

En e f f e t ,  l ' é t u d e  c i n d t i q u e  de  l a  d i s p a r i t i o n  de l a  thy -  

r i ~ d i n e - ~ ~  i n  j o c t i e  p a r  voie i n t r n v e i n e u s e ,  nous a  nont r ;  ( ~ r n ~ h i -  

que 25) q u l e l l e  d i s p ~ ~ r e î t  r a p i d e n e n t  du Sung c i r c u l n n t .  Des r 6 s u l -  

t a t s  anc logues  a v a i e n t  6 tL  t r o u v ~ s  p a r  CROITKITE, BOND, FLIENDER e t  

PSous crvons, p ~ ~ r  conçLyuent ,  essûy;  de p r c c i s e r  c e  p o i n t  

en u t i l i s a n t  : 

? ) du s a n g  i n c u b ~  i n  v i t r o ,  en p r ~ s e n c t  de D N A - 3 ~ ,  

2 )  du s a n g  c i r c u l a n t  dnns dds o r g j n z s  pe r fusGs  i n  v i t r o .  



Du s a n g  h t p a r i n i s :  ( a l i q u o t e  d ' un  nGlnngc de s n n g  prove- 

n a n t  de  p l u s i z u r s  ani i iaux)  dst i n c u b e  à 3 7 O C  en  p r ï s e n c e  de D R L - ~ H  

de E , c o l i  f r a î c h e i , ~ e n t  prLpzLrC, p o l y n c r i s t  e t  pauvre  e n  conpos&s 

û c i d o - s o l u b l e s  . 
LL q u a n t i t l  de DIL.-~E n i s e  e n  prLsence  du s a n g  e s t  coupa- 

r a b l e  & c e l l z s  u t i l i s 5 e s  l o r s  dds i n j e c t i o n s  i n t r n v e i n s u s s s  (40 

n i c r o g r a , m e s  de D I T ~ % - ~ H  p a r  m l  de s a n g ) .  Des e c h m t i l l o n s  s o n t  p r i -  

l e v c s  à d i f f é r z n t s  r.ioncnts z p r è s  l e  d t b u t  de l q e x p G r i c n c e  e t  s o n t  

a n a l y s c s  s u i v a n t  1s t e c h n i q u e  d* SCCHIIIDT-TMJINHBUSER (1945) ou 

s u i v a n t  n o t r e  t e c h n i q u e  ci6 c  hr~rn :~ tographie .  

La F i g u r e  2611 il;ontre que pendant  des  teraps c o r r e s p o n d a n t  

au  s é j o u r  du DML* dzns l e  s n n g  l o r s  de  l ' i n j e c t i o n  de l ' a n i m a l ,  on 

n t  o b s e r v a  p a s ,  i n  v i t r o ,  1' c p p û r i t i o n  de f r a c t i o n s  a c i d o - s o l u b l e s .  

I4êi:ie a p r è s  60  i i i inutes  d ' i n c u b a t i o n ,  à un temps où ,  chez 

l ' n n i r a c l ,  l e  DBIi i n j e c t i  totrxlernen-t d i s p z r u ,  l a  r a d i o a c t i v i t k  

n c i d o - s o l u b l e  e s t  r r s t J e  l n  n ê ~ . ~ e  qu '  nu dLbut  de 1' e x p c r i e n c e .  Il 

semble qus  on p u i s s e  c o n c l u r e  que 1~ quzin t i tc  de DNûse n e u t r e  pou- 

van t  a g i r  s u r  l e  DRA. e s t  t ï è s  f - i b l e  dans  l e  s z n g  des  an inoux  u t i -  

l is ls  ou que l s e n z y n e  ns  peu t  p a s  s e  n û n i f e s t e r  dans  l e s  c o n d i t i o n s  

e x p 2 r i m e n t n l e s .  

On s z i t ,  en e f f e t ,  que l ' a c t i v i t i  de l a  DNase du p l a s a a  

p e u t  v a r i e r  cons idGrabler ien t  d s u n e  r a c e  dc s o u r i s  à une  a u t r e  

( P ~ ~ S C I ~ U D ,  Thèse ,  1964, cite p a r  TRUHtlUT, DCLfiCROIX e t  PhOLETTI, 

1965) e t  que c e t t e  û c t i v i t L  p e u t  ê t r e  i n h i b c e  p a r  des  s u b s t a n c e s  

l i b 6 r c e s  ,nu ~ ~ o n e n t  du p r L l e v e s e n t  , 5 p a r t i r  de c e r t a i n s  J lGments  

figures du s a n g  (HEH~!IOTT, COMOLLY e t  GUPTA, 1961 ; COTJOLLY, 

HEHRIOTT e t  GUPTA, 1962) 



L' ancilys e p2.r c h r o n a t o g r a p h i e  s u r  p z p i e r  de DEhE-cel lulose 

c o n f i r n e  l e s  r < s u l t L i . t s  o b t e n u s  p::r v o i e  ch imique  ( F i g u r e  26).  On 

v o i t  que l e s  f r a c t i o n s  a c i d o - s o l u b l z s  n t  2-ugrientent pas  pendant  

t o u t e  l n  d u r i e  de 1' expLr i znce .  

On d o i t  cependzn t  n o t d r  un r e n n n i c i ~ ? n t  nu s e i n  des  f r a c -  

t i o n s  p o l y n 6 r i s L a s  a c i d o - i n s o l u b l e s  ( 4 ,  5 e t  6 ) .  Ce r e n a n i e n e n t ,  

q u i  ~ ' ~ c c o m p z ~ n e  d ' u n e  d i m i n u t i o n  d z s  f r a c t i o n s  l e s  p l u s  po lymi r i -  

s 4 e s  au  p r o f i t  d ' a u t r e s  i ~ o i n s  p o l y ~ i 2 ~ r i s ~ e s ,  i n d i q u e  une d i m i n u t i o n  

du p o i d s  n o l L c u l a i r e  e t ,  vraisernblûbleraènt  , u n l  f a i b l e  a c t i o n  en- 

zyma t iqus ,  

La p e r f u s i o n  d ' o r g n n e s  nous a ,  d ' a u t r e  p a r t ,  pe rmis  d ' < t u -  

d i e r  C L  que d e v i e n t  l e  DN*L-'H l o r s q u f i l  e s t  a j o u t 6  au l i q u i d e  de 

p c r  f u s i o n .  

Les S v i s c C r a t i o n s  - en l èvenen t  du f o i e ,  du t r a c t u s  g?.stro- 

i n t e s t i n a l  - o n t  G t C  e f f e c t u 6 e s  s e l o n  la t e c h n i q u e  de INGLE (1949) .  

Pour  l w  p e r f u s i o n ,  l a  t e c h n i q u e  de MILLER, BLY, ~ \ I L ~ T X O N  e t  BhLE 

(1951)  n kt;  s u i v i e  d m s  l e  c n s  du f o i e  ec  c e l l e  d c c r i t e  p a r  

GERBER e t  REI\IY-DEFRILIGKJE (1966) ,  dLms l e  c a s  de l ' i n t e s t i n .  

Le l i q u i d e  de  p e r f u s i o n  e s t  conpos; de  50 m l  de  s a n g  

h & p z r i n i s C ,  d i l u ;  p u  de l n  s o l u t i o n  dc Hinger  ( 2  : l), il c o n t i e n t  

en  o u t r e  150 n g  de g l u c o s e  e t  5 0  pg de  DNW-3H, 

Les c o n d i t i o n s  de  p ~ r f u s i o n  s o n t  c h o i s i e s  t e l l e s  que l e s  

f o n c t i o n s  b i o c h i n i q u e s  n o r n a l e s  d e s  o rganes  s o i e n t  peu p e r t u r b L e s ,  

C ' e s t  n i n s i  que c e s  orgnnzs  r e s t e n t  czLpables  d ' u t i l i s e r  l e  g l u c o s e ,  

de s y n t h 6 t i s e r  1 2  à p a r t i r  de t h y u i d i n e ,  de s y n t h 5 t i s e r  l l u r & e  

( f o i e ) .  



Tableau 27 

P e r f u s i o n  d ' i n t e s t i n  p7.r 50 pl de  s a n g  h L p a r i n i s 6  

c o n t e n z n t  50 pg de DII.~-'H E . c o l i  
-r 

( a c t i v i t C  s p u c i f i q u e  = 2.3 x 10 dpiLl/pg) 

: SANG : dpn poirr 50 p l  de swng - 
2 min 15 min 30 min - - 

: F r a c t i o n s  : 
90 21 O : 450 n.û. 

1. 150 120 420 

2. 1 O0 120 350 
.A- 

ORGANE : i n t e s t i n  : dprn pour  50 m g  ue t i s s u  

ni près 30 minu tes  : 117.500 



Des 6 c h a n t i l l o n s  de s a n g  on t  L t L  p r ~ l e v e s  à d i f f L r e n t s  

n o n e n t s  n p - 2 ~  l e  dLbut de l s  e x p c r i c n c e  e t  nous avons  c h e r c h 6 ,  pcr 

~ h r o r ~ n t o g r n p h i e ,  l e s  rL1odific?.tions C v e n t u e l l e s  d e s  c a r a c t ~ r i s t i q u e s  

physico-chirii iques du DNJL e t ,  no tmi l i en t ,  l ' a p p t l r i t i o n  de f r a c t i o n s  

a c i d o - s o l u b l e s .  

Le T ~ b l e - u  27'(+) montre  qu 'on  o b s e r v e  une  d i s p a r i t i o n  de 

r a d i o n c t i v i t c  s ?ns  nppz . r i t ion  en q u a n t i t ;  i n p o r t a n t e  de composants  

a c o d i - s o l u b l e s  , -:lors que dans  le sys t ème  u t i l i s L  , on t r ? L v a i l l e  e n  

v a s e  c l o s  e t  qu 'une  e l i m i n n t i o n  des  p r o d u i t s  de d é g r u d a t i o n  éwen- 

t u e l l e  e s t  i m p o s s i b l e ,  s i  c e  n ' e s t  dans l ' o r g a n e  p è r f u s 3  lui-même. 

L 1 6 t u d z  de c e l u i - c i  nous  mont re  que r a d i o a c t i v i t é  qu 'on  y r e -  

t r o u v e  e s t  po r tAe ,  en  o r d r e  p r i n c i p a l ,  p2.r du m a t é r i e l  ncido-  

i n s o l u b l e ,  

Il s e n b l l  donc ,  a u s s i  b i e n  i n  v i t r o  q u ' i n  v i v o ,  que c e  

n ' e s t  q u ' e n  f a i b l e  q u a n t i t L  que l a  r a d i o a c t i v i t b  n c i d o - s o l u b l e  

u p p n r û î t  dans l e  s zng .  

( + )  Les r C s u l t a t s  de c e s  e x p 6 r i c n c e s  ont  f z i t  l ' o b j e t  d ' une  n o t e  
p r V l i ~ n i n z ~ i r e  e n  c o l l a b o r a t i o n  3.vec LEDOUX e t  GLRBER (1963) e t  
une a u t r e  n o t e  e s t  en  p r 6 p n r n t i o n ,  



Tableau  28 - 
Chromatographie d ' u n  L c h û n t i l l o n  de s s n g  h t p ~ . r i n i s S  c o n t e n c n t  

-7 

du DN~L-'H de E , c o l i .  

- Quanti t :  de p u l p e  dc p,o,pier de DEJLE-cellulose s è c h e  : 0.2 g. 

- Quant i t ;  de s a n g  : 50 p l  d i luCs  dans 2 cl1 d ' u n e  s o l u t i o n  s a l i n e  
d q  ZDT6 con tenzn t  1 5 de Duponol 

- Volume d ~ s  6 l u < ~ . n t s  à chaque passage  : 2 al 

- C e n t r i f u g a t i o n  à 500 t / n  pend~ .n t  3 à 5 n i n e p o u r  a c c é l c r e r  l l & l u t i o n .  

: Pourcentage  du t o t a l  : 
de l a  f r a c t i o n  

: E l u m t  2  - l è r e  6 l u t i o n  1 
2ène v I 

650 87 : E l u a n t  3 - l è r e  é l u t i o n  

2ème I P  70 9 

4 3 èrrie 1 7  3 0  

750 : 

24.000 74 : E l u a n t  4 - l è r z  [ l u t i o n  

2èriie I I  4.600 1 4 , 2  

I I  I .800 5 95 3 h i e  

4ène 1 1  1 .250 397 
I f  850 2 9 6 5 ème 

32.500 : 

58 ,3 E l u z n t  5 - I è r e  C l u t i o n  : 25.700 

2ème 1 9  : 11.400 2599 

j è n e  1 1  : 3.300 7 9 5  

4ème r  I 2.700 691 
Sème 1 9  1 . 000 292 

. 
44.100 : . 

21.000 . 9632 E lunn t  6 - Aère < , l u t i o n  . 
2è1iie I f  750 3 94 

I s 50  094 3ème 

21.800 : 



1.2  - Etude  c h r o n n t  o g r a p h i ~ u e  - - -  - 

Ln c h r o n u t o g r n p h i e  s u r  p ~ ~ p i e r  de  DEkE-c e l l u l o s e  permet  

de f r a c t i o n n e r  l e  DNli en  r io lLcules  de p l u s  un p l u s  po lyaLr i sGes .  

L1exi?nen des  d i v e r s  8 c h 2 n t i l l o n s  de s a n g ,  p a r  c e t t e  p h t h o d e ,  de- 

v r a i t  p e r m e t t r e  d '  a n n l y s ~ r  p l u s  *n d c t a i l  l e s  a c t i o n s  G v e n t u e l l e s  

( + )  que p o u r r a i t  s u b i r  l e  D N A - ~ H  pendant  s o n  s i j o u r  dans  l e  s a n g  . 
De p l u s ,  l l c t u d e  de 1:1 c i n C t i q u e  d e s  m o d i f i c a t i o n s  obse r -  

vL e s  d e v r a i t  p e r n e t  t r e  d e  p r i c i s z r  l e  d e v e n i r  des  r . i o l ~ c u l e s  prGsen- 

t e s  dans l e  snng .  

Pour  c e  f a i r e ,  l e  s n n g  e s t  p r L l e v c  d ' u n  a i s m l  i n j e c t 6  

e t  l e s  c c h a n t i l l o n s  s o n t  i r u &  d i n t  ement d i l u L s  dans une s o l u t i o n  

s a l i n e  c  on tennn t  de 1' 6 t h y l è n e  d i a n i n e  t 6 t r a - n c i  t a t e  de sodium 

(EDTII) (0.15 M N a C l  - 0.1 I I  EDTw pH 8 )  e t  l e s  t l s n e n t s  f i g u r é s  

s o n t  l y s i s  p a r  L:ctlon du sociiuiii dodLcyl  s u l f a t e  (à  12 c o n c a n t r a -  

t i o n  f i n d e  de 1 ;;). 

Les ~ c h û n t i l l o n s  a o n t  c l o r s  ~ d s o r b c s  s u r  l a  p u l p e  de  

p a p i e r  e t  s o u n i s  à l a  ch ron- tog raph ie .  

P l u s i e u r s  v o l u n e s  de c h n q u ~  L l u c n t  s o n t  u t l l i s G s  s u c e a s -  

s ivernent  de r i a n i è r e  5 o b t e n i r  une d h s o r p t i o n  c o n p l è t e  de l a  f r a c -  

t i o n  &tudiGe.  2 s n s  l e  c a s  du s i n g ,  l ' a n a l y s e  montre  que l a  dcso rp -  

t i o n  e s t  r a p i d e  ( ~ n b l e a u  28). Une d i g e s t i o n  de l a  rGs ine  a p r è s  

chroi î iûtographie nous  p c r n ~ e t  d t  e s t i n e r  l ' i n p o r t a n c e  d ' une  r 5  t e n t i o n  

S v e n t u e l l e  de l a  r n d i o a c t i v i t é  s u r  l e  p z p i e r  a p r è s  l a  d e r n i è r e  

& l u t i o n .  

(+ )  Nous avons vu l o r s  de l l C t u d e  p a r  ~ h r o r ~ ~ a t o g r a p h i e  dé l ' h y d r o l y s e  
enzyrLLctique e t  de  ln d 4 n c t u r a t i o n  t h e r m i q u e ,  que c e s  d i v e r s  t r a i -  
t e m e n t s  n o d i f i z . i e n t  p r o f  cndLnent l e s  d i ~ g r ~ u n ~ e s  d q  & l u t i o n .  



Tableau  29 

B i l a n  : E c h m t i l l o n  : s a n g  con tenûn t  50  p g  de DN.I-~H de E . c o l i  

Ghronritogrophie de 50  p l  de s a n g  e t  2.5 pg de D N ~ L - ~ H  

h c t i v i t h  s p c c i f i q u e  du D N A - 3 ~  : 1.940.000 dpri/pg 

L 1 b c h ~ . n t i l l o n  ûncJys6 c o n t i e n t  : 4.850.000 dpm 

H a d i ~ 2 ~ c t i v i t L  r e t rouvGe  r é p a r t i e  s u r  l e s  d i v e r s  L l u a n t s  : 
4.650.000 s o i t  95 0/o.  

F a c t z u r  de 
: E l u a n t s  : cpn/Clur,nt t o t a l  : dp~i/C l u  2.nt render-ient : 

- - -- 

Tableau  30 

: Q min IO min 6 1  6 : 30 min6 : 6 0  clin6 : dpni x 10  . dpn x 1 0  , dpm x 10  : dpn x 10  : - -mm- 

: R u d i o a c t i v i t é  

a c i d o  s o l u b l e  1 , 2  8 , 7  : 1 6 , 7  : 2 0 , 7  

136,2  2 , 2  a c i d o  i n s o l u b l z  

: Rndioac t i v i t L  
non adsorbée  

: E l u a n t  1 

2  

3 



L o r s q u v o n  d r e s s e  un  b i l a n  c o m p l e t ,  on peu t  v o i r  (Tab1ep.u 

29) que 1;i t o t - l i t 6  (-2 12 r::diocictivitd èstii.lCz civznt ch romi tog ra -  

p h i e  s e  r e t r o u v e  r c p c r t i é  s u r  16s d i v e r s  Lluz.nts.  

Les r L s u l t - . t s  o b t e n u s  a p r è s  l l e s t i ~ , i a t i o n  de l n  r a d i o a c -  

t i v i t c  t o t a l e ,  dz 1~ r a d i o n c  t i v i t c  a c i d o - s o l u b l e  e t  n c i d o - i n s o l u b l e  

e t  d e  l a  r a d i o a c t i v i t i  r e t rouvGe  dnns chaque LluLmt  n s r è s  c h r o n a t o -  

grc1phie,  on t  t t, r e p r i s  d:._rs l e  Tab leau  30, 

On peu t  v o i r  que l e s  f r a c t i o n s  l e s  p l u s  p o l y m d r i s t d s  

d i s p a r a i s s e n t  r a p i d m e n t  e t  que ,  pendnnt  c e  t e n p s ,  on n 1  o b s e r v e  

pus d 1  ~ u g n e n t a t i o n  d e s  f r a c t i o n s  u c i d o - s o l u b l e s  . C e l l e s - c i  appa- 

r a i s s e n t  p l u s  t a rd ive i l l en t .  

Lorsque c e s  d i f f c r e n t s  r E s u l t a t s  s o n t  p o r t é s  en  g r a p h i -  

que ,  e n  f o n c t i o n  du texips q u i  s ' e s t  &cou16 a p r è s  l ' i n j e c t i o n  ( ~ i g .  

311, on v o i t  que 1- v i t e s s e  de d i s p n r i t i o n  e s t  d i f f g r e n t e  pour  l e s  

d i v e r s e s  f r a c t i o n s .  

Nous avons  pu c o n s t a t e r  que c e  s o n t  l e s  f r a c t i o n s  l e s  

p l u s  p o l y n c r i s l e s  q u i  d i spL- . r a i s sen t  l e  p l u s  r a p i d e m e n t ,  

L' L tudc  c i n c t i q u e  de 1:~ d i s p n r i t i o n  dans  l e  s a n g  de 

degrGs de po lymGr i sn t ion  d i f f c r e n t s ,  de n8ne qu1:1vec des  DNii q u i  

on t  s u b i  une c e r t a i n e  d 6 g r ü h t i o n  pn r  . * u t o r a d i o l y s e .  

A l ' a i d e  de t e l s  DiJA, on p e u t  v o i r  que pour  une merne 

r n d i o a c t i v i t G  i n  j e c t G e ,  l e  temps de d e i a i - d i s p z r i t i o n  e s t  d ' a u t a n t  

p l u s  iliong que l e  DNI, ~ s t  !?oins p o l y m C r i s t ,  Su r  l e s  Graphiques  22 

e t  33 on peu t  v o i r  que l e  ter ips  de d e m i - d i s p a r i t i o n  e s t  de 6 mi- 

6 n u t e s  a p r è s  i n j e c t i o n  de 35 p g  de Dl?;%, de  P.Ti. d ' e n v i r o n  2 x i O  , 
:,dors que c e  t e n p s  n t  e s t  que de 4 m i n u t e s  a p r è s  i n j e c t i o n  de 60 p g  

6 de D N h  de P.AI:. d ' e n v i r o n  8 x 10 , 



Radioact iv i te  t o t a l e  ( d p m  / 2 m l  s a n g  x lo3) 

R a d i o a c t i v i t P  S c h m i d t  - T h a n n h a u s e r  

Rad ioact iv i té  c h r o m a t o g r a p h i e  

L 

Y in. 

5 
1 0 
3 0  
6 0  

Radioact iv i té  i n j e c t é e  

Ac ido 

so lub le  

7 6 , 5  

284,O 

724,O 

724,O 

Acrdo 

inso lub le  

3  5  40,O 

3050,O 

525,O 
- 

Z A S 

+ A l n s  

3 5  2 6 , s  

3334,O 

1249,O 

724,O 



Le Grnphique 32 i l l u s t r e  & g a l e n e n t  c e t t e  o b s e r v a t i o n .  

Les p r o f i l s  c h r o a û t o g r a p h i q u e s  d e s  < c h a n t i l l o n s  p r é l e v 6 s  à des  

moments d i f f L r c n t s  Apres l ' i n j e c t i o n  s o n t  d i f f G r e n t s .  Le pourcen-  

t a g e  d e s  d i f f 2 r e n t e s  f r a c t i o n s  chr\.nge e t  nous voyons ,  p a r  e x e n p l e ,  

que l r i  f r a c t i o n  4 p a r a î t  zLvoi r  c?-ugcicntG a p r è s  A0 n i n u t e s ,  a l o r s  

q u ' e n  v a l e u r  2.bsolue e l l e  d in inu ;  de 5 0  7 6 .  

Etude  par u l i r a c e n t r i f u g n t i o n  en g r a d i e n t  de C s C 1  1.3 - - - - -" -- - -- - - -- - -  --- -- - -- - -- - - - -- -- - 

A f i n  de p r L c i s e r  1s n z t u r e  d e s  n o l L c u l e s  r a d i o a c t i v e s  

de D N A - ~ H  q u i  c i r c u l e n t  dans li s r n g  nous avons s o u m i s ,  à l ' u l t r a -  

c e n t r i f u g ~ ~ t i o n  en  g r a d i e n t  de  c h l o r u r e  de cCsiura, un G c h a n t i l l o n  

de s a n g  p r 6 l e v d  10 minu te s  a p r è s  i n j e c t i o n  de 60 n i c r o g r m o e s  de 

D N L A - ~ H .  

L e s  a n a l y s e s  c h i n i y u e s  e t  c h r o n û t o g r a p h i q u e s  con  f i r m e n t  

nos  r h s u l t û t s  a n t L r i e u r s  (Graph iques  33, 34 e t  Tab leau  35). 

S u r  l e  Graphique 36 on peu t  v o i r  que lC2 r a d i o a c t i v i t é  

e s t  p o r t c e  p a r  du r a i a t 6 r i e l  q u i  û l a  n s n e  d e n s i t l  de  f l o t t a t i o n  

que c e l l e  de  ~ N J L  de E . c o l i  n a t i f  (1.710 g / ~ i l )  e t  q u f e & l e  s e  l o c a -  

l i s e  e n t r e  l e  DNA de s o u r i s  n,-.tif e t  c e l u i  de s o u r i s  dGnatur4 ,  

a j o u t 6 s  conme r h f e r e n c e  ( d e n s i t i s  r e s p e c t i v e s  : 1.700 e t  1 .715g/nl) .  

Le DNA a donc c o n s e r v 5 ,  10 minu te s  a p r è s  s o n  i n  j c c t i o n  

dans l e  s a n g ,  s e s  c a r a c  t L r i s t i q u c s  phys i co -ch in iques  . S e s  s t r u c -  

t u r e s  p r i m a i r e s  e t  s e c o n d n i r e s  s o n t  i n t a c t e s  e t  l n  c o m p o s i t i o n  en  

b a s e s  n ' a  p a s  chan&,  

Reche rchan t  une c o n c l u s i o n  p l u s  p r c c i s c  e n c o r e ,  nous 

avons considGr;  l e  s o r t  du DIIT~~-'H e t  D O de B . s u b t i l i s  i n  j e c t i  pur  
2 

v o i e  i n t r a v e i n e u s e  e t  C tud ié  , à d i f f L r e n t s  moments a p r è s  l9 i n  j e c -  

t i o n ,  l a  n ~ ~ t u r e  d e s  mo lécu le s  r a d i o a c t i v e s  , p a r  u l t r û c  e n t r i f u g a -  

t i o n  en g r a d i e n t  de  c h l o r u r e  de  c6sium. 



On v o i t  que (F ig .37)  (+)  1.1 r a d i o c c  t i v i t ;  t r i t i u m  d i spn -  

r a i t  ( l a  q u m t i t 5  t o t a l e  d i n i n u e )  ; on v o i t  a u s s i  que l u  rnd iouc -  

t i v i t c  q u i  p z r s i s t e , n u x  d i f f é r e n t s  temps 2,près l P i n j e c t i o n ,  e s t  

p o r t t e  p a r  d e s  i a o l ~ c u l e s  de P.!I. moins ulev; ( l n  cou rbe  de d i s t r i -  

b u t i o n  s '  l l a r g i t  ('+)); cependan t ,  on ne  v o i t  p a s  a p p a r a î t r e  de 

conposLs à f a i b l e  p o i d s  r n o l < c u l a i r e  ( n c i d o - s o l u b l e )  c z r  la.  r a d i o -  

n c t i v i t 6  t r o u v c e  en  dehor s  de l n  c o u r b e  correspond au  b r u i t  de 

fond  norrilnl (+++> 
* 

(+)  Les r 6 s u l t ? . t s  c o r r e s p o n d e n t  à l a  n k i e  y u a n t i t ;  de m a t i è r e  mise  
e n  e x p L r i é n c e  e t  s o n t  donc d i r e c t m e n t  compürcbles .  

(++)  La 1r . rgeur  de 12 courbe  de d i s t r i b u t i o n  e s t  inversCrnent pro-  
p o r t i o n n e l l e  c.u czLrrL du P.M. 

(+++ ) A 1 occ;;sion de chr.que e : rp l r ience ,  des  C c h c n t i l l o n s  de n r i t é r i e l  
non r u d i o d L c t i f  s o n t  a u s s i  trriitcs a f i n  da d<ter i , l iner  l e  b r u i t  
de fond  normnl  pour  l e  t i s s u  ou l ' o r g a n e  Ltudié , ,  



DISCUSSION 

Des r 6 s u l t a t s  o b s e r v L s ,  il nous  s m b l e  p o s s i b l e  d e  c o n c l u r e  

que l e  D N L L - ~ H  d i s p a r a î t  r r p i d e n e n t  du s i n g  s . .ns  a v o i r ,  nec  e s s a i r e m e n t ,  

s u b i  de p r o f o n d e s  n o d i f i c z t i o n s .  Nos r L s u l t - t s  s o n t  en  a c c o r d  zvec 

ceux  observes pnr  TSUILU'TI-~ e t  1 ' r Î ~ ; N i d G i L  (1963) l o r s  de l ' i n j e c t i o n  de 

D N A - 3 ~  à l a  s o u r i s .  

L:i. c o u r b c  de d i s p a r i t i o n  de l a  r a L i o a c t i v i t é  p a r a î t ,  pour 

c e s  tuteurs corzrne pour  nous ,  pouvo i r  ê t r e  déconpos le  e n  deux phases  : 

une p r e n i è r e ,  pendant  l a q u e l l e  d i s p a r a î t  1 ~ .  p l u s  g r a n d e  p n r t i e  de l a  

r ~ d i o a c t i v i t t  e t  une  seconde  p h a s e ,  p l u s  l ongue ,  pendnnt  l a q u e l l e  l e  

r e s t a n t  de l a  r x d i o a c  t i v i t L  dispz.rr: î t  p l u s  l e n t  e n e n t  . En examinant  

l a  n c t u r e  c h i n i y u e  des  h ~ o l ~ c u l e s  r a d i o ü c  t i v e s  p r c s e n t ~ s  dans  l e  s a n g  

à d i f f é r e n t s  moments a p r è s  l ' i n j e c t i o n  - p a r  l a  d t h o d e  de SCHNEIDER 

(1945), c e s  ~ u t e u r s  o n t  t rouvL des r C s u l t a t s  s e n b l a b l e s  aux  n ô t r e s .  

Une ; t ude  du s o r t  du DNli dans l e  s a n g  a p r è s  i n j e c t i o n  i n -  

t r a v e i n e u s e  c h e z  1- s o u r i s ,  pL é g a l e n e n t  [ t é  f a i t e  p a r  GOSSE, LE PECQ, 

DEFRL~NCE e t  PiLOLETTI ( I 965 1. 

Ces z u t e u r s  on t  u i s  an  Gvidence l u  prLsence  de d6soxyr ibo-  

n u c l c a s e  d a n s  l e  p l a s n n  des  s o u r i s .  Ils o n t  c tud i ; ,  p a r  v i s c o s i m é t r i e ,  

l e  s o r t  du DNpL exogéne e t  l ' o n t  n i s  en r e l a t i o n  l v e c  l q ; ~ . c t i v i t ;  dCso- 

x y r i b o n u c l ~ n s i q u e .  

Des r G s u l t a t s  o b t s n u s ,  i l s  c o n c l u e n t  que 1 û  c i n G t i q u e  de 

d i s p a r i t i o n  des  polydèsoxyribonucléotides e s t  f o n c t i o n  de 1 1 û c t i v i t 8  

de l a  DNnse n e u t r e  du p l ~ ~ s n n  n a i s ,  q u ' e n  revcnche ,  l ' h y d r o l y s e  enzy- 

mat ique  r i '  e s t  pas  l e  s e u l  yii<cc!.nisne r e s p o n s a b l e  de l a  p e r t e  d e  v i sco -  

sitL obse rv6e  dans  l e  s sng .  



Les r G s u l t z L t s  d c c r i t s  scl.r c ~ s  m t e u r s  n o r l t r e n t  que La v i -  

t e s s e  de  d i s p c l . r i t i o n  du DNL a c i d o - i n s o l u b l e  e s t  :.pprLcinble, nême e n  

l ' a b s e n c e  d ' 2 c t i v i t ( l  Diinsique dnns  l e  s ang .  

Il sciable  b i e n  que c e t t e  d i s 2 a k i t i o n  c o r r e s p o n d e  à c e  que 

nous o b s e r v o n s i t ' .  A j o u t o n s ,  do p l u s ,  que ci. s o n t  l e s  f r a c t i o n s  l e s  

p l u s  poly;! i i r isdes q u i  u û n L  r e s p o n s a b l e s  de  1s. v i s c o s i t :  ; o r ,  nous 

avons vu q u ' e l l e s  d i s p z . r ~ ~ . i s s e n t  en  p r e n i e r  l i e u  du s m g .  Dès l o r s ,  

l r r  c h u t è  de v i s c o s i t 6  observLe p;.r GOASE,  LZ PECQ, DEFRaCE e t  

Ph0L;ETTI p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  c e t t e  L l i m i n a t i o n  ç C l ~ c t i v e .  

RGceizient, BLNDICH, iIJILCZOK e t  BORSNFREUND (1965) o n t  rion- 

t r 6  que du DNa t r a n ~ f o r r n ~ ~ n t  de Pneumococcus e t  du D N e  i n f e c t i a u x  

( v i r u s  de  polyonn)  o n t  Gtc r e t r o u v 6 s  a c t i f s  dans l e  s a n g  a p r è s  a v o i r  

6 t h  i n j e c t L  i n t r n p 6 r i t o n é n l e n e n t  c h e z  l a  s o u r i s ,  

Ces o b s e r v a t i o n s  a p p o r t e n t  un argur ,~ent  de p o i d s  e t  une 

preuve  supplLi , lcn ta i re .  Le DNA, dnns l e  scing, n? s u b i t  pas de n o d i f i -  

c a t i o n  p ro fonde  e t ,  s ' i l  y  n une z c t i v i t 6  h y d r o l y t i q u e ,  e l l e  e s t  

f z i b l e  p u i s q u '  e l 1 6  r c s p c c  t c  dès  n o l L c u l e s  ou p > . r t i s s  de m o l ~ c u l a s  

de D N h  p o r t  e u s e s  d ' i n f o r n c . t i o n s  b i o l o g i q u e s .  

(+ )  Nous e x m i n e r o n s  p l u s  l o i n  l e  s o r t  de  c e  DNh dans  l e s  d i f f S r e n t s  
o r g a n e s  de l a  s o u r i s .  Les r 6 s u l t p . t ~  p e r r i e t t r o n t  de  p r i c i s e r  l a  
r a i s o n  de la d i s p z - r i t i o n  obsu rv6e  dans  13 s a n g ,  en l ' a t t r i b u a n t  
à une  a b s o r p t i o n  p?.r l e s  t i s s u s  v i v a n t s .  
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Tableau 38 

R û d i o u c t i v i t c  t o t a l e  de c e r t a i n s  o rganes  e t  t i s s u s  

p.- - ---_II - - - _ ^ _ _  

S o u r i s  t u n o r a l e s  i n j e c t S e s  de 

. 30 p g  de DN.,-'H 75 p g  de D N A - 3 ~  

( u c t i v i t é  s p G c i f i q u e  ( a c  t i v i t 5  s p L c i f i q u e  
6 6 9 x I O  dpiii/pg) 1,7 x 10 dpci /~g)  

s o i t  120 p C i ,  s o i t  57 pCi.  

e t  s a c r i f i E e s  a p r è s  10 n i n u t e s  

pur  g de t i s s u  : par  g  de tiss$ 

3 Ovaires 5.700 x 10 dpm : O v a i r e s  875 x l o 3  dpn 

: Tumeur 4.280 : Uthrus  475 

3 ~ 7 1 0  Peuu 43 1 

Reins  2 0 792 : Rnte 306 

I n t e s t i n  2.423 Coeur I 68 

Pou~ions 1 e795 1 43 1,Iuscles 

: Rate  1 O 746 Peau 137 

1 * 735 . Tumeur 13 1 

1 -521 Uthrus  1 OC 

: Coeur 1.301 : Poumons 9 6 

905 Cerveau : Reins  69 

:  usci ci es 601 : I n t e s t i n  56 



2. Les o r a m e s  

2 ,1  - Etudc  de Id. d i s t r i b u t i o n  da l u  r a d i o a c t i v i t é  d m s  l ' a n i n ? . l  - - - =  - -  -- - -- - -- - --. - mu. -- -- -- - - "-" - - -- -- - -  -- -- --- - - - 

Dcns l e  c h 2 p i t r c  p r & c & d e n t ,  nous avons vu que l e  DNA 

i n j e c t ~  pLr v o i e  i n t r w v e i n e u s e  d i s p n r n i s s ? . i t  rap idement  du sang.  

Pour c o n n n î t r e  l e  s o r t  du DNli i n j e c t 6 ,  nous avons Gtudid 

d i v e r s  o rgzncs  e t  t i s s u s  en y  r e c h e r c h a n t  t o u t  d'  zbord  l a  p rdsence  

de rzdioc tc t iv i t t2  t o t a l e  e t  nu n iveau d e s  corliposCs n c i d o - s o l u b l e s  

ou a c i d o - i n s o l u b l e s  . 
a) S o u r i s  p o r t e u s e s  d f  une tumeur s o l i d e  spontanbe .  

Le Tableau  38 r e p r e n d  l e s  r L s u l t 2 . t ~  ob tenus  a p r è s  i n j e c t i o n  de 

3 DNh- H. La q u a n t i t ;  i n j e c t c e  e t  l t a c t i v i t <  s p c c i f i q u e  du DNA 

G t n i c n t  d i f f 6 r e n t e s  l o r s  des  deux e x p s r i e n c e s .  

Dans t o u s  12s organes  ou t i s s u s  & t u d i C s ,  nous avons r e t r o u v 3  

des  molccules  r a d i o a c t i v e s ,  Les q u a n t i t é s  s o n t  t r è s  v a r i û b l e s  

e t  1' exaien des r é s u l t a t s  s e n b l e  montrer  qu'  e l l e s  ne provien-  

n e n t  pr.ç d s u n e  r G p n r t i t i o n  uniforme d~ l n  s u b s t a n c e  i n j e c t L e  

6 6 
dans  l ' o r g a n i s ~ i e  : 270 x 1 0  dprii e t  127 x 10 dpm ayan t  d t 4  

i n  j ec tGs ,  nous d e v r i o n s  r e t r o u v e r  d:.ns c e  c c s ,  e n v i r o n  

6 6 
70 x I O  dpn e t  5 x 10  dpfii p a r  granne de t i s s u .  

Comme l e s  Lch, - ,n t i l lons  on t  L t L  s o i g n e u s e ~ ~ e n t  l n v & s  e t  per fusGs 

p a r  de 1' eau phys io log ique  l o r s  du p r L l è v e n e n t ,  1 2  contamina- 

t i o n  Gven tue l l e  pur  l e  s a n g  e s t  c e r t ~ . i n e n e n t  f a i b l e .  Le s a n g  

e s t  encore  t r è s  r z .d ionc t i f  1 0  rilinutes a p r è s  l ' i n j e c t i o n  du 

D N A - 3 ~ ,  l e s  erg-nes l e s  p l u s  rnd ionc  t i f s  ne s o n t  d  ' i l l eu r s  

pas  ceux q u i  s o n t  l e  n i e u x  vascu1:irist.s. 
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Tableau  39 

R ~ d i o z c t i v i t G  n c i d o - s o l u b l e  ou û c i d o - i n s o l u b l e  de c e r t ~ i n s  o r g a n e s  

ou t i s s u s  de  s o u r i s  p o r t e u s e s  d 'une  tu i .~aur  s o l i d e  spontnnLe,  

i n j e c t C e s  de 30 p g  de DPL-~H ( a c t i v i t ;  s p h c i f i q u r  : 9 r Io6  dpii/pg) 

s o i t  1 2 0  p C i  e t  s u c r i f i L e s  a p r è s  1 0  n i n u t e s .  

-- - -a- 

R n d i o û c t i v i t ;  x loi d p / g  t i s s u  

- -- -- 
Rappor t  

: ~ i c i 3 0 - s o l u b l e  : Acide-insoluble : .acide-insoluble/ : n c i d o - s o l u b l e .  : ---- 

: O v a i r e s  1 , 2 0  

: Tumeur 0 , 8 3  

: Peau 0 , 8 2  

: R e i n s  0 , 5 8  

: R a t e  0 7 4 3  

O ,  46 

: I n t e s t i n  I ,88 

: Cerveûu 0 , 2 8  

: Coeur 0770 

: UtCrus 1905 

: Poumons 1 , 8 6  

: F o i e  0313 

: Muscles  2,OO 

Classerlient en f o n c t i o n  du r a p p o r t  : 

n u s c l e s  - i n t e s t i n  - pounons - o v a i r e s  - u t 3 r u s  - t u n e u r  - 
peau - c o e u r  - r e i n s  - v a g i n  - r a t e  - c e r v e a u  - f o i e .  



Les  orgnnzs  é t m t  c l n s s l s  en  f o n c t i o n  de 12. r ~ d i o z c t i v i t 6  r e -  

t r o u v G e ,  nous pouvons v o i r  que l ' o r d r e  de c e  c l a s s e n e n t  d i f f è r e  

d ' u n e  e x p C r i e n c ~  à 1' ?.utre,  Lu rz:aio~.c t i v i t t :  r e t r o u v Q e  n 1  e s t  

p:xs d i r c c  te,;ent p r o p o r t i o n n e l l e  à 1' i n p o r t n n c  e  de 12 rr.dio,ac t i- 

v i t 6  i n j e c t e e .  

3ms l e  c?.s des  o v a i r e s  (où  nouç r e t r o u v o n s  l n  r = d i o n c t i v i t L  l a  

6 6 
p l u s  L l e v k e ) ,  pour  270 x 70 dpn i n j e c t L s ,  5,7 x 10 dpn pûr  

6 grunine d ' o r g z n e s  s o n t  o b s e r v ~ s ,  t a n d i s  que pour  127 x 10 dpm 

6 injectes, 1:: r a d i o c L c t i v i t L  s 9 6 1 è v e  à 0,8 x  10 dprii pper g r u m e .  

Duns l a  c a s  de  l ' i n t e s t i n ,  l e s  c h i f f r e s  s o n t  t o u t  ?<uss i  d i f f 6 -  

6 
r e n t s  : pour  270 x 10 dpm 6 

) 2,40 x 10 d p ~ ~  p a r  grXime 

6 
pour  127 x 10 dpm 6 ) 0,56 x 10 dprii p a r  graime.  

HINRICHS, P E S E R L E N  e t  BI~SERGLL (1964) o n t  es t i rne  à 14 à 16 m g  

l e  con tenu  en  DNA d ' u n e  s o u r i s  de  22 à 24 g. Les q u a n t i t i s  de 

DNLL S t r ~ n g e r  que nouç i n j e c t o n s  (30, 75, 100 e t  p e r f o i s  200 

r n i c r o g r n z ~ r ~ e s  pcr an i rnz l )  r e p r L s e n t c n t  iLu maximum 1 ;A du DNA 

endogène. 

Nous avons : tud i& 1~. r u d i o a c t i v i t 6  r e t r o u v c e  e n  l a  f r a c t i o n n a n t  

e n  a c i d e - s o l u b l e  e t  i n s o l u b l e ,  s e l o n  SCHLTIDS e t  THtSJNH-,USER 

(1945). Les r C s u l t n t s  o b t e n u s  s o n t  r e p r i s  du Tzb leau  39 e t  nous 

pouvons v o i r  quu l e  r a p p o r t  des  deux f r a c t i o n s  e s t  t r è s  v x r i a b l e .  

b ) S o u r i s  i n p u b è r e s  . 
Nous avons montre (LZDOUX e t  CIIARLES, 1961) que l e s  o r g a n e s  

s e x u e l s  de  s o u r i s  i n p u b è r e s  (Sgdes  de 18 à 20 j o u r s ) , i n j e c t L e s  

pxr v o i e  sous -cu tanée  , d e  10 n i c r o g r ~ ~ i r ~ e s  de  b e n z o n t e  d'  o e s t r a -  

d i o l  d i s s o u s  dans de l ' h u i l z  o f f i c i n a l e ,  s o n t  l e  s i è g e  d ' u n  

enk ich i s se rnen t  c o n s i d v r a b l e  en a c i d e s  n u c l 6 i q u e s  e t  e n  p r o t d i n e s  
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cocuné düns l e  c a s  de s o u r i s  c::strGes trriitL2s à l ' o e s t r a d i o l  

(JEXI'JER, 1 9 4 8 ) -  La t zndu i  en  DNl, augi ,~ent  e  p r i n c i p a l e m e n t  dans  

l l u t C r u s  : 100  ;j c o n t r e  5 0  d a m  l c  v z g i n ,  a p r è s  72 h e u r e s  

d '  h y p e r p l a s i e .  

Nous avons Ltudi i :  dans  12s org.:nes g 6 n i t z u x  2 t  d;ns c e s  c o n d i -  

t i o n s  u g h y p c r p l a s i i :  p rovoquee ,  IL s o r t  du DNL i n j c c t é  p2.r v o i e  

i n t r n v c i n c u s e .  P a r z l l è l e r n c n t ,  des  zn i i laux  o n t  C t L ,  dans l e s  

3 
iiiêc10s c o n d i t i o n s ,  i n  j ec  t L s  de  t l iyi . i ir l ine-3~ ( T ~ R -  H) . L u s  p r o -  

d u i t s  r a d i o a c t i f s  ( ~ N L  e t  T ~ R )  . vz i en t  Ici r,îli,ie r . c t i v i t b  s p é c i -  

f i q u e  ( 1  ~ i / a ï 4 ) .  ii d i f f L r e n t s  temps n p r è s  l e  d<,c lênchenent  de 

l s h y p z r p l z . s i e ,  3 0  v C i  s o n t  i n j c c t c s  p a r  v o i e  i n t r a v e i n e u s e .  

Les nninnux s o n t  s u c r i  f i G s  a p r è s  3 0  n i n u t  e s .  

Les o rgznes  g c n i t a u x  ( o v a i r e s ,  u t c r u s  e t  v a g i n )  s o n t  d i s s 2 q u & s ,  

laffës  a l ' e z u  p h y s i o l o g i q u e  e t  n n d y s L s  s e l o n  1-. néthode  de 

SCEUVIIDT e t  TWCNNT&USER (1945) .  Les r 6 s u l t a t s  obse rves  o n t  é t t  

p o r t L s  s u r  g r n p h i q u e  (F ig .40 )  e t  on p e u t  v o i r  q u e ,  dans l e  c a s  

dl i n j e c t i o n  de D N A - 3 ~ ,  l n  a u n n t i t i  de radio: .c t ivi t ;  r e t r o u v i e  

e s t  v i z i n b l e  d,.ns l e s  o v a i r c s  e t  l e  v n g i n  ; e l l e  e s t  n u l l e  ou 

p r e s q u e  dans l P u t L r u s .  

C e t t e  q u ü n t i t 6  v a r i e  Ggalci.lent en  f o n c t i o n  du temps d f h y p e r p l a -  

s i e  (tccips &cou16 e n t r e  l e  nornent de l ' i n j e c t i o n  du b e n z o n t e  

d 7 o e s t r ~ . d i o l  e t  c e l u i  do  l ' i n j e c t i o n  d e  D I G - 3 ~ ) .  

Le Graphique 40  n o n t r e  1' e x i s t e n c e  de vagues  d '  i n c o r p o r n t i o n  

dans  l e  c a s  des  o v a i r e s  e t  du v x g i n ,  üvec un m-ximum aux e n v i -  

r o n s  de l a  18ème e t  de l a  30èné h e u r e  pour  l e s  o v a i r e s ,  d e  l n  

1Zèwe e t  dc la 3Oène h e u r e  pour  l e  v a g i n ,  

Duns l 1 u t < r u s ,  on n ' o b s e r v e  que peu ou pas  d ' i n c o r p o r a t i o n .  
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Le Graphique  41 r e p r e n d  l e s  r G s u l t a t s  obse rvcs  l o r s  de l ' i n j e c -  

t i o n  da thgr f l id inc-3~.  L f L 1 c t i v i t c  s p i c i f i q u e  des  DWh e x t r v i t s  

des  orgz-nes n d t 3  por tLe  e n  o r d o n r i e ,  l e s  t e n p s  d ' h y p e r p l a s i e  

é t m t  p o r t L s  c n  a b s c i s s e .  

I c i .  Lgnlement , l a  q u n n t i t ;  de  r a d i o a c  t i v i t é  r e t r o u v c e  dans  l e s  

d i f f l r e n t s  o rgûncs  e s t  v n r i a b l è .  C o n t r ~ ~ i r e m e n t  à c e  que l ' o n  

obse rve  l o r s  d 9  i n j e c t i o n s  de  DN~L-'H, a v e c  12 t hyrnid ine-3~,  c  ' e s t  

l v u t c r u s  c e t t e  f o i s  q u i  2st l e  p l u s  r a d i o a c t i f .  

Su r  l e s  Graph iques  42, 43 e t  44, l e s  r 6 s u l t n t s  observCs a p r è s  

i n j e c t i o n  de D N ~ : L - ~ H  e t  ceux  o b t e n u s  a p r è s  i n j e c t i o n  de thymi-  

~ I i n e - ~ ~  s o n t  n i s  e n  p z n l l è l e  pour  un n&ia organe .  Les vagues  

d ' i n c o r p o r a t i o n  s o n t  l g g è r e p e n t  d é p l n c ~ e s  dans l e  c a s  de 1' ovz i -  

r e ,  l e s  n ~ x i r i u m  s'  o b s e r v e n t  d peu p r è s  a u s  rns~ies temps d thype r -  

p l a s i e ,  dans  l c  c ~ l s  du vag in ,  

On v o i t  6gnleiL!dnt que lP ov?.ire e t  l e  v a g i n  u t i l i s e n t  n i e u x  l e  

D A ~ ~ - ~ H  que l n  t h - ~ n i d i n e - ~ ~ .  Avec l ' u t L r u s ,  1- s i t u a t i o n  e s t  

t o u t  à f z i t  d i f f G r c n t e  c a r ,  s ' i l  i n c o r p c r e  t r è s  b i e n  l a  thymi-  

d i n ~ ,  il n ' i n c o r p o r a  que t r è s  f  ~ i b l e r i l o n t  l e  D N ~ % - ~ H  exogène.  

2.2 - Etudc du degr: de  2 - y g ~ r i s û t i o n  des  molLcules  r a d i o e c t i v e s  - - - - - - - - - -  ------------------a- 

p a r  c  hrolant o&rzp&ie s u r  g u l p e  de  p a p i e r  de DEdE-cel lulose , - - - - - - - -  .- ---- - . - . . . - - - - - - - - - - - - - - - -  

L a  n L t h o d ~  de c h r o n ~ t c g r i p h i e  d s t  b a s & e  s u r  l l L l u t i o n  

d i f  f L r t . n t i + l l e  de s  m o l t c u l e s  de DN,i de P.)I. d i f f b r e n t  (DAVIU, 

CB~ARL~S e t  LEDOUX, 1 9 6 5 a ) ,  

Nous avons vu (DI-IvIL, CE-LRLES e t  LEiIOUX, 1965b) que  l e s  

D N d  pouvc,ient S t r e  ca r : zc tv r i sds  p a r  l e u r  p r o f i l  ~ h r o i l z ~ t o g r a p h i q u e .  

C e t t e  m6thode p è r n e t  de  s u i v r e  d ' u n e  f a ç o n  afisez f i n e  l e s  n o d i f i -  

c 2 t i o n s  de c e  p r o f i l  Tala c o u r s  de  d i v e r s  t r : l i t e i , i en t s  : h y d r o l y s e  



e n z y n ~ ~ t i q u e ,  d G n n t u r a t i o n ,  v i e i l l i s s e m e n t  e t  n u t o r a d i o l y s e  pour 

l e s  p r o d u i t s  r a d i o u c  t i f s ,  

Nous avons ; tud i ;  pû r  c c t t c  ciGthode, 12s DNA i s o l G s  de 

d i v e r s  o r g a n e s  ou t i s s u s  d ' z n i i i m x  i n j e c t ~ s  de D N L - 3 ~ ,  e n  f a i s a n t  

v a r i e r  l e s  c o n d i t i o n s  e x p G r i m ~ n t  d e s .  

Nous avons a i n s i  i n j e c t ;  d e s  s o u r i s  porteuses d ' u n e  t u -  

meur manmaire spontcnGe,  dcs  s o u r i s  t u m o r a l e s  g r a v i d e s ,  d e s  s o u r i s  

normales  g r ~ ~ v i d e s ,  des  sou i - i s  i n p u b è r e s  s o u n i s e s  à une  s t i n u l a t i o h  

hormonale,  

Les ani i iûux o n t  L t J  s a c $ i f i G s  à des  temps p l u s  ou n o i n s  

l o n g s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n  (10,  3 0 ,  6 0 ,  120  e t  1440 m i n u t e s ) .  Nous 

avons i n j e c t b  des  qucnnti tcs  v n r i a b l e s  de DNi,. TJous avons  a u s s i  

u t i l i s ;  de s  D N L - 3 ~  dont  12. r a d i o a c  t i v i t i  s p i c i f i q u e  L. t n i t  t r è s  

d i f f c r e n t e ,  

ii c a u s e  de 1' a u t o r a d i o l y s  e des  s o l u t i o n s  u t i l i s & e s ,  nous 

d i s p o s i o n s  6 galzrAient de DN1& de P.I.I. v a r i a b l e  (LEDOUX, DWVILA, 

HUART e t  CHIIRLES, 1963) ; des  DNA t r è s  p o l y n c r i s 6 s  avec  u n  p o i d s  

r i10 l~cul :~ i re  de  p l u s i e u r s  i i i i l l i o n s  ; 6' a u t r e s  de P,li. i n f 6 r i e u r  à 

6 
1 x 1 0 .  

a )  S o u r i s  p o r t e u s e s  d ' u n  curcinome mailuflaire spon tané  

Deux l o t s  d ' n n i n a u x  on t  6tG i n j e c t S s  de DNA-'H d i f f 5 r e n t s .  

Dans l e  p r e m i e r  c a s ,  nous nvons i n j c c t L  30 microgrûnnes  de 

6 DN;.-~H t r è s  r a d i o a c t i f  ( n c t i v i t i  s p i c i f i q u e  9 x 1 0  d ~ r i / ~ ~ )  

m~is  dégrad6  p a r  a u t  o r n d i o l y s  e . ii 1' n n û l y s e  chromnt og raph ique  , 
c e  D N ~ L  S t n i t  c n r a c t C r i s 5  p a r  una  f r a c t i o n  4 t r è s  i c l p o r t a n t e  

465 7;). 



Chromatogrc?shie c c n t r i f u g 4 e  s u r  p u l p e  de p::,pier de DE,:E-cellulose 

de DNkr de d i f f L r e n t s  o r g a n e s  ou t i s s u s  de s o u r i s  

p o r t e u s e s  d'une tumeur nnailizLire s û l i d e  s p o n t  ln: e , i n  j e c  t & e s  de 
6 30 p g  de D N A - ~ H  ( n c t i v i t c  s p L c i f i y u e  9 x 10 dpia/pg), s o i t  120 p C i  

( x 10' dpm p a r  g du t i s s u  ) 

: Tumeur : 1,619 : 357 : 342 : 1.681 : 138 : 1 1 3 :  

: I n t e s t i n  

: Rate  

: F o i e  

: Poumons 

: Coeur 

: l4uscles  

: Penu 

: Vagin 

: Utilrus 

: O v a i r e s  

: Cerveau 



Daps l e  s econd  c a s ,  l e s  anici:iux on t  r e ç u  p a r  v o i e  i n t r a v e i n e u s e ,  

75 u iç rog rn i rues  de  DN..-~$ d f a c t i v i t C  s p g c i f i q u z  n o i n s  LlevGe 

6 
(1,7 x 1 0  dpn/pg) .  

Ce DNii f r a î c h e m e n t  prLpzrC e t a i t  t r è s  p01yi~ler isL (P.M. 14 x I O  
6 

es t im;  d ' a p r è s  sa constL).nte de s ~ d i ~ i e n t a t i o n )  e t  à l ' a n a l y s e  

c h r o  .13togrnpk~ique, s o n  p r o f i l  Gt2i-t  c ~ . r u c t ~ r i s L  p a r  des  f r a c -  

t i o n s  9 e t  6 i n p o r t u n t e s  ( r e s p e c t i v e c i e n t  44 e t  53 :;). 

Dans l e s  deux expGr iences ,  l e s  anii.inux s o n t  s a c r i f i L s  1 0  n i n u t e s  

a p r è s  l ' i n j e c t i o n ,  Les o r g a n e s  ou t i s s u s  s o n t  prLlevGs,  1 ~ ~ ~ 6 s  

e t  congclLs  e t  l e s  horiogcnnts prCparGs comïae nous  l ' a v o n s  expo- 

s 6  p l u s  h z u t  (&lé t h o d e s  ) , 

Les r 6 s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  r e p r i s  d-ns l e  Tab leau  45, 

Les p r o f i l s  chrorn~~togrixskiicjucs,  c n r û c t L r i s t i q u e s  des G c h u n t i l -  

l o n s  n n ~ ~ l y s é s ,  o n t  è t c  d e s s i n 6 s  s u r  l e  Graphique  46. On r e n m q u e  

t o u t  d ' a b o r d  d e s  d i f f C r e n c e s  q u a n t i t a t i v e s  s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  

l e s  d i f f & r ~ n t s  o rganes .  Le Tableau  45  e t  l e  Grnphique 46 i l l u s -  

t r e n t  c e t t e  c o n s t a t a t i o n .  

I l  e x i s t e ,  de p l u s ,  des  v a r i : i t i o n s  t r è s  n e t t e s  e t  s i g n i f i c a t i -  

v e s  dans l e s  d iwgrannes  dl  < l u t i o n  de 1~ r n d i o n c  t i v i t L  . 
Pour l e s  o v n i r e s  , 12. pe,:u, l a  tumeur,  1 ' i n t  c s t i n ,  l e s  pounons , 
nous  c o n s t a t o n s  que  l e s  s ch tmas  d ' a l u t i o n  des  fr3.c t i o n s  po lyné -  

r i s & e s  ( 3 ,  4,  5 e t  6 )  s o n t  s e m b l a b l e s  à c e l u i  du DNli i n j e c t 6  

e t  d i f f é r e n t  du sch6r-la du DNAL enco re  p rGsen t  dans  l e  s a n g  au  

nonen t  du s a c r i f i c e ,  Ces o rganes  p a r a i s s e n t ,  e n  o u t r e ,  S t r e  l e s  

p l u s  a v i d e s  cn  D N L - ~ H  exogène. 

Dans l e s  a u t r e s  o r g a n e s  C t u d i é s ,  l e s  d i a g r a m l e s  d l é l u t i o n  i n d i -  

q u e n t  une c e r t a i n e  d 6 g r a d a t i o n  du DNA i n j e c t b  ( A  moins q u ' i l  ne 

s l a g i s s e ,  dans  c e  c a s ,  d ' une  a b s o r p t i o n  s d l e c t i v e  e t  pr6fCren-  

t i e l l e  de f r a c t i o n s  à f a i b l e  p o i d s  n o l & c u l a i r e ) .  



Ces o b s e r v a t i o n s  semblent  encore  p l u s  Gviden tes  l o r s q u l  on exa- 

mine l e  Gr,iPhiquc 47 ( D N ~ ,  f r n î c h e ~ i e n t  pr<p;?,r& e t  t r è s  polyr î&ris t . )  

C e r t a i n s  orgcnes  o n t  C t L  p l u s  s p L c i a l e n e n t  L t u d i & s  e t  s u r  l e  

Grp.phique 48, nous r e p r e n o n s  Tes r G s u l t a t s  ob tenus  l o r s  d s u n e  

expSr ienc  e 06 iles ;ininaux p o r t e u r s  d  ' un c zrcinome nammi.re 

spontiinS on t  L ~ L  i n j e c t ~ s  Z V U C  du D ~ J A - ~ H  e t  s i l c r i f i & s  3 0  rîinu- 

t e s  np rès  l ' i n j e c t i o n .  Ces s o u r i s  o n t  r e ç u  p u r  v o i e  i n t r n v e i -  

neuse  100 r î ic rogrannes  de DN,~-'H. P?ous avons vu que ,  dans c e  

c a s ,  il ne r e s t e  p l u s  dans l e  sang ,  ?.près 30 n i n u t e s ,  qu ' env i -  

r o n  20  >> de l a  r n J i o a c t i v i t C  i n j e c t G e  e t  que c e l l e - c i  e s t  por- 

t d e  p a r  des  n o l l c u l e s  ûc ido- so lub les  ou de f a i b l e  p o i d s  mo16- 

T r e n t e  n i n u t e s  a p r è s  l ' i n j c c  t i o n ,  nous r e t r o u v o n s  dans l e s  

orgFLnes gCni tzux e t  1~ t u ~ ~ i e u r ,  des n o l L c u l c s  r a d i o a c t i v e s  q u i  

s l < l u e n t  s u i v m t  1 c  même schCfiia que c * l u i  du DlJh i n j ec t t5 .  Dans 

l n  tumeur nous obse rvons ,  en  o u t r e ,  une f r n c t i o n  ir- iportnnte de 

po ids  no lL ,cu la i r e  n o i n s  & l e & .  

Af in  d 1 6 t u d i e r  l e  s o r t  u l t c r i z u r  de c e s  t i o l i c u l e s ,  des  l o t s  de 

s o u r i s  p o r t  èuses  d '  une tut ldur  namiInire on t  t 2  i n  j ec  t& e s  d 'une 

s o l u t i o n  de DNL-- f r a î chement  prLpLzrL, h,z.utenent polymGrisG e t  

à a c t i v i t e  s p c c i f i q u e  Clevee  (2.550.000 dpri/r;licrogrririlme, s o i t  

1 ,5 c i / i î ~ f )  . 
Les a n i n ~ u x  ont  r e ç u  40 r ~ i c r a g r c m ~ ~ e s  de D N A - ~ H  ( s o i t  44 V C ~ )  e t  

o n t  StL s a c r i f i S s  à d i f f c r e n t s  1~1onents np rès  l ' i n j e c t i o n .  

Les r 5 s u l t n t s  de 1~. c i n G t i q u e  d l i n c o r p o r ? . t i o n  e t  du s o r t  u l t < -  

r i e u r  de l a  r a d i o a c t i v i t c  s o n t  r ep rCsen tds  graphiquement ( ~ i ~ .  

5 0 ,  51 e t  5 2 ) .  



- 67.1- - 

Tableau 55a  

Chronntographie  c e n t r i f u g 5 e  de DNA de d i f f c r e n t s  o rganes  ou 

t i s s u s  de s o u r i s  g r a v i d e s ,  i n j e c t c e s  de 35 p g  de D N A - ~ H  

( a c t i v i t ;  s p 6 c i f i q u e  4 , 2  x I O 6  dpn/pg), s o i t  6 3 , 5  p C i  

e t  s n c r i f i 6 e s  zp rès  1 0 ,  3 0  2 t  60  n i n u t e s .  

( x lo3 dpn p a r  g  de t i s s u  ) 

Après IO i l i n u t e s  

3 
Embryons: Vagin : Ovaires  : UtGrus: P l a c e n t a :  I n t e s t i n :  Fo ie  

Après 3 0  minutes  

i l :  420 : 920 1.520 . 323 : 116 : 

Après 6 0  minutes  

: 1 :  532 : 2 0 4 :  1.410 : 1 . 7 0 0 :  690 : 

: 2 :  1 2  i 21 1 912 : 7 2  : 12  : 
: 3 :  35 : 1 7 3 :  401 : 128 : I l 9  : 

174 i 3.900 i 1.160 j 1.140 i 121 : 
: 5 : 670 :3,260: 4.245 : 4 8 5 :  85 i 



Nous avons CtudiL l e s  orgunes g c n i t u u x  e t  l e  t i s s u  t u m o r a l  q u i  

s e n b l u i e n t  f i x e r  l e  DNI, exogène s z n s  d é g r a d a t i o n  i n p o r t a n t  e. 

h t i t r e  de co r ïpa r~ . i son ,  l e s  Grzphiques  51 e t  52 mont ren t  a u s s i  

l e s  r t s u l t c t s  ob tenus  pour l e  f o i e  e t  l ' i n t e s t i n .  On v o i t  que 

dnns l e s  ov r . i r e s ,  l e  v a g i n  e t  l a  tumeur,  13- p r o p o r t i o n  des  d i f -  

f e r e n t e s  f r a c t i o n s  polynLrisC$s r e s t e  l e  nêï-le du ran t  t o u t e  l ' ê x -  

Ces o rganes  ou t i s s u s ,  ser ib lent  donc a b s o r b e r  e t  g a r d e r  l e  

L 1 u t & r u s ,  l ' i n t e s t i n  e t  l e  f o i e  a b s o r b a n t  l e  D N A - ~ H ,  a i s  sen-  

b l e n t  en r e l â c h e r  une p ~ z t i e .  U l t < r i c u r ê n e n t ,  on obse rve  un 

r e n a n i e n e n t  p ro fond  des  molCcules r a d i o a c t i v e s  p r i s e n t  e s .  

b )  S o u r i s  en g e s t a t i o n .  

Des s o u r i s  fLcondées d e p u i s  12  j o u r s  s o n t  i n j e c t t e s  de 35 m i -  

crogra~ifiies de D N ~ ~ - ~ ~  p o l y n i r i s L  (2.c t i v i t ;  spGc i f ique  4,2  x 

6 
1 0  dpn/pg, s o i t  2 , 5  c~/I..I), Les >.niuaux s o n t  s a c r i f i 6 ç  10, 30 

e t  60  minutes  c L p r è ~  l ' i n j e c t i o n ,  

Les Gr2phiques 53, 54 e t  55 u o n t r e n t  l e s  d i a g r m n e s  d 1 6 l u t i o n  

de l a  r a d i o n c t i v i t ~  r e t r o u v c e  dans l e s  d i f f é r e n t s  o r e - ~ n e s  nu 

nonent  du s a c r i f i c e  des animaux. 

Les r 6 s u l t a t s  ~ i o n t r e n t  quo l e s  embryons, aux d i f f e r e n t s  temps 

ex=iin;s, s o n t  p o r t e u r s  d 'une  r n d i o a c t i v i t 6  dont l e  d i a g r m e  

d l i l u t i o n  r a p p e l l e  c e l u i  du DN..-3~ i n j e c t i .  Le Tubleau 5 3 ~  rion- 
\ 

t r e  a u s s i  que dans t o u s  l e s  o rganes  ou t i s s u s  exauilinCs à c e  

t e n p s  de 30 m i n u t e s ,  1;. r n d i o a c t i v i t 5  a diminu5,  s a u f  dans  

1 9 u t & r u s  où a u  c o n t r a i r e ,  e l l e  a  augmenté. 



Tableau  57 

Chromatographie des  DNri e x t r ~ i t s  de d i v e r s  o rgznes  e t  t i s s u s  de s o u r i s  g r a v i d e s  p o r t e u s e s  

d 'une  tumeur s p o n t n n i e ,  i n j e c t i e s  de 100 p g  de D N A - ~ H  ( n c t i v i t c  s p e c i f i q u e  1,5 x IO6 dprii/pg) 

s o i t  67 p C i  e t  s s c r i f i 6 e s  120 ou 1440 n i n u t e s  c p r è s  l ' i n j e c t i o n  ( e n  cp~i /50  m g  de t i s s u )  

2 = zc ido- so luh le  

3 à 6 = fr::ctionnenent de la f r n c t i o n  a c i d o - i n s o l u b l e .  

- - ------- - 
Après 120 minu tes  

: Tumeur : O v a i r e s  : Vagin : Uhdrus : Enbryons: P l a c e n t a :  Rate  : F o i e  : Reins  : I n t e s t i n :  

. 
Après 1440 n i n u  t e s  



Les Graphiques  53, 54 e t  55 i n d i q u e n t  qud pour l e s  embryons, l e  

v a g i n  e t  l e s  o v a i r e s ,  malgr4  c e s  i . iodif icat ionû q u a n t i t a t i v e s ,  

l e s  schCnns dl & l u t i o n  de 13. rnciioac t i v i t h  r c s t  e n t  conparab les .  

Ces r 6 s u l t ; t s  ne nous permet  t a n t  pns d' e x c l u r e  complè tenen t  

1' e x i s t e n c e  de p rocessus  de  s y n t h è s e  à p u t i r  de  s e t i t e s  n o l i -  

c u l e s  (DNA dégrad6 i n  v i v o ) ,  nous avons trait: p a r a l l 6 l e m e n t  

deux l o t s  dlanifii?Lux : l e s  u n s  ont  r e ç u  30 pCi  de thymid ine  tri-  

t i é e  (1 C ~ / & I )  ; l a s  a u t r e s  3 0  pCi  de DN,,-'H ( 1  Ci/r@I). 

Le Graphique 56 montro l n  r a d i o a c t i v i t C  s p C c i f i q u e  des  d i f f 4 -  

r e n t e s  f r a c t i o n s  du DNtL isole des  embryons de  s o u r i s .  On v o i t  

que l e s  sch4mas obse rvés  10 ou 120 n i n u t e s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n  

de DN~-'H s o n t  c o ~ i p a r n b l e s ,  t a n d i s  que chez l e s  animaux i n j e c -  

3 t é s  de  TdR- H ,  l a  q u a n t i t é  de r a d i o a c t i v i t L  i n c o r p o r i e  v a r i e  

t r è s  f o r t m e n t  au c o u r s  du t e n p s ,  Notons Sgalement que l e  shhéma 

d t 6 1 u t i o n  e s t  t o u t  à f z i t  d i f f 6 r e n t  de c e l u i  q u ' o n  obse rve  

dans l e s  an inaux  i n  j e c t i s  d e  DNB-3~.  

c )  S o u r i s  tumora les  en g e s t a t i o n .  

Le Tableau  57 e t  l e s  Gruphiques 58 e t  59 montrent  l e s  r é s u l t a t s  

ob tenus  p a r  c  hromztogrnphie s u r  pcp ie r  de DEAE-cellulose , en 

i n j e c t a n t  des  s o u r i s  t u n i o r d e s  e t  g r a v i d e s  de 100 m i c r o g r a m ~ e s  
-7 

de D N A - 3 ~  ( p a r t i e l l e m e n t  d&polymLris<,  s u r t o u t  r i c h e  en  f r a c -  

t i o n  4 ) .  

Les animuux o n t  4 t h  s a c r i f i L s  2  ou 2 4  heures  a p r è s  l ' i n j e c t i o n .  

Les r h s u l t a t s  observ6s  conf i rmen t  ceux  d & j à  obtenus .  

Après 2 ou 24 h e u r e s ,  l e s  c l i a g r a m e s  d ' h l u t i o n  dc l n  r n d i o a c t i -  

v i t 6  r e t r o u v C e  dans la t umeur ,  l e s  o v a i r e s  e t  l e s  embryons, 

s o n t  c o n p a r a b l e s  à c e l u i  du DNA i n j e c t 6 .  



CONCLUSION 

Nous avons vu que l n  d i s t r i b u t i o n  de  12- r a d i o n c t i v i t 5 ,  
- 

l o r s  de l ' a b s o r p t i o n  de  DN,~-'B prir l e s  orgcines g 6 n i t a u x  de s o u r i s  

i ~ i p u b è r e s  e t  p a r  les enbryons ,  ~t : i i t  c l i i f f&rente  de l n  d i s t r i b u t i o n  

de  Ir r n l i o + ~ c t i v i t i  du DA.. s y n t h L t i s L  4 p : . r t i r  de t h y m i d i n e - 3 ~ .  

Nous venons du v o i r  qu t  c e r t  .iris L t c L t s  p h y s i o l o g i q u e s  

( g r a v i d i t d  ou C t w t  t u a l o r a l )  q u i ,  dl':srès c e r t ~ i n s  m t e u r s  (KELLY, 

PAYNE, iiHITE e t  JOYïXS, 1951 ) i n f l u e n c e n t  l e s  rn&canisi:ies de s y n t h è s e  

normale(+!  s o n t  s a n s  e f f e t  s u r  1s p i n L t r n t i o n  e t  13 f i x a t i o n  de DNL 

exogène i n  j ec  t C  aux  anilaüux. 

On e s t  t e n t 2  de c o n c l u r e  que c e r t a i n s  o rganes  ou t i s s u s  

s o n t  c a p a b l e s  d 'z ibsorbér  e t  de  f i x e r ,  s a n s  g r ~ ~ n d e  d 6 g r a d u t i o n 1  du 

DNLL exogène.  

Cependant ,  l e s  r < s u l t n t s  q u i  o n t  C t L  o b t e n u s  dnns des  

c o n d i t i o n s  t r è s  d i f f 2 r e n t e s  e t  q u i  ss c o n f i r m e n t  l ' u n  l ' a u t r e ,  ne  

c o n s t i t u e n t  p ~ ~ s  une p reuve  a b s o l u e .  

Nous ne pouvons a f f i r r L i e r  que l n  r ~ ~ d i o a c t i v i t 4 ,  que nous 

r e t r o u v o n s  nu n i v e a u  de  c e r t a i n s  o rganes  ou t i s s u s ,  e s t  t o u j o u r s  

p o r t k e  p a r  l e s  n o l ~ c u l e s  o r i g i n a l z s  du DNA i n  j e c  t L  , c  l e s t - à - d i r e  , 

p a r  des  mo lécu le s  q u i  o n t  gnrdc i n t n c t e s  l e u r s  s t r u c t u r e s  p r i m a i r e  

e t  s e c o n d a i r e  e t  nêr-le compos i t i on  en  b a s e s .  

(i ) A i n s i  McINDOE e t  DriVIDSON ( 1952) , PLYNE, KELLY e t  ENTENîIAN 
(1952) on t  montrL que 12 p r é s e n c e  d ' une  tuiaeur ou d ' un  f o e t u s  
e n  croiss; 'nce e x e r c e  un  e f f e t  !.?,-rquL s u r  l q i n c o r p o r z t i o n  de 
3 2 ~  p a r  l e  DNA d ' a u t r e s  t i s s u s .  



Recherche de ln n a t u r e  des  n o l i c u l e s  r a d i o a c t i v e s .  E tude  2 - 3  - - - -  - - -  - - -  -- -----  - -_,- - - - -  - - - -  - -  - - -  
de 1' i n t L g r i t C  d e s  s t r u c t u r e s  o r i m - i r e  e t  s e c o n d a i r e  p a r  - - - .-- EI - - - - -- -- - -, J, ---2 -- -- ,-, ,- -, -- ,-, , 
? t l t rczc  e n t r i f u g a t i o n  en - - - . -  gr:.dicnt - -  de c h l o r u r e  de ccsium. 

Cor.ll;?e l e  DiLl que nous  i n j e c t o n s  c: une d e n s i t ;  Cl i ffGrente  

du DNA endogène d a  anincmx, nous avons u t i l i s ;  l ' u l t r a c e n t r i f u g a -  

t i o n  e n  g r n d i e n t  de C s C l  pour  L>tudier  l n  n a t u r e  des  no lCcu le s  r a d i o -  

a c t i v e s  r e t r o u v ~ e s  :.?i n i v e ~ ~ u  d e s  d i f f i - r e n t s  o r g a n e s  ou t i s s u s .  

Nous avons u t i l i s é  d e s  D N L ~  d2 d e n s i t c s  d i f f c r e n t e s  : 

- E . C O ~ ~ - ~ H  : G = 1.716 g/x,~l 

- - B . s u b t i l i - s  e t  E . c o l i  t r i t i 6 s  e t  ? . lourd is  à l ' o x y d e  de deutcr iur i i ,  

r e s p e c t i v e n e n t  e = 1.728 g/r;il e t  = 1.736 g / d .  

Graphique  6 0  - O v e i r e s  e t  enbryons  de s o u r i s  en g e s t a t i o n ,  i n j e c t é e s  

de 60 p C i  de t h y u i d i n e - 3 ~  ( c c t i v i t Y  s p j c i f i q u e  

1 ~ i / ~ 9 " l )  e t  s n c r i £ i & e s  1 h e u r e  a p r è s  l ' i n j e c t i o n .  

On p e u t  v o i r  que  12. cou rbe  de  r a d i o a c t i v i t e  s e  s u p e r -  

pose  p ~ r f ? . i t è m e r r t  à l u  c o u r b e  des  d e n s i t l s  o p t i q u e s .  

En d e h o r s  Ue l n  cou rbe  de r n d i o n c t i v i t c ,  on n ' o b s e r v e  

pas  de r a d i o n c t i v i t L  s c . t e l l i t e  s u p c r i e u r e  au  b r u i t  

de f o n d  noriLial. 

Grnphique 61 - Organes g G n i t 2 . u ~  de s o u r i s  i n p u b è r e s  t r a i t c e s  au 

benzont  e  d '  o e s t r a d i o l .  

Liprès 30 h e u r e s  d ' h y p e r p l a s i e ,  lès anil;~,rux s o n t  i n -  

j e c t i s  2 i r  v o i e  i n t r c v e i n e u s e  de  100  p g  de DNL-'H d e  

E . c o l i .  I ls s o n t  s n c r i f i 6 s  36 h e u r e s  u p r è s  l ' i n j e c t i o n  

Dans l e  c a s  d e s  o v a i r e s ,  1 0 0  $ de l n  r a d i o a c t i v i t é  

s o n t  p o r t S s  p a r  des  r i o l6cu le s  q u i  s é d i m e n t e n t  en  po- 

s i t i o n  du Dl& de E . c o l i .  



Dans l c  c a s  du v a g i n ,  s e u l e  une  p e t i t c  q u u n t i t ;  de 

r c t d i o c . c t i v i t ~  c s r r e s p o n d  21 du DK,, de E . c o l i  i n t a c t ,  

Dzns l c  c ~ ~ s  d2 l r u t L r u s ,  t o u t e  l u  r a d i o a c t i v i t L  s é d i -  

i l en t e  e n  s o s i t i o n  du DXTdL endogène. D-ns c e  c z s ,  l e  D N ~ L  

de Z . c o l i  3. ; t L  dcgrad: e t  l e s  p r o d u i t s  c iqhydro lyse  

o n t  s e r v i  A 1,: s y n t h è s e  de DN:: dc s o u r i s .  

Gr'iphiclue 62 - Orgcnes g c n i t a u x  de  souri^ i a p u b è r è s  t r a i t L e s  nu ben- 

z o a t e  d '  o e s t r a d i o l .  

L p r è s  29 h e u r e s  dl  h y p e r p l z s i e  , l e s  m i n a u x  s o n t  i n  j ec -  

tGs p a r  v o i e  i n t r a v e i n e u s e  de 200 pg de DEA t r i t i c  e t  

deutCr3  de E . s u b t i l i s .  Ils s o n t  s a c r i f i C s  1 h e u r e  - 
a p r è s  ls i n j e c t i o n .  

Dans l e s  t r o i s  o r g a n e s  ( o v a i r e s ,  vag in  e t  u t é r u s )  on 

r e t r o u v e  en  q u n n t i t e  v a r i a b l e  de l n  r a d i o n c t i v i t 6  q u i  

e s t  p o r t S e  par  des  n o l L c u l e s  q u i  sGdimentent  e n  p o s i -  

t i o n  du DTJz, deut>rC d e  B.subt i1 i . s .  

Graphiques  63- Organes g L n i t a u x ,  t u n e u r  e t  i n t e s t i n  de s o u r i s  p o r t e u -  

e t  64- s e s  d ' u n  czrc inor ie  riauui,:.irc s p o n t u n i  , i n  j e c t c e s  p a r  

v o i e  i n t r a v e i n o u s o  de 90 pg de DNA~-'H e t  D O de E .co l i .  
2 

Les ~.nirnnux o n t  Lt6 s z . c r i f i C s  2 h e u r e s  c p r è s  l ' i n j e c -  

t i o n .  Dans t o u s  lGs o r g z n e s  (ovc . i r e s ,  v a g i n ,  u t L r u s  e t  

turneur)  on r e t r o u v e  d e s  q u 2 n t i t C s  v a r i a b l e s  de  r a d i o -  

n c t i v i t l  p o r t L e s  p3.r d e s  m o l c c u i e s  q u i  s L d i n e n t e n t  en 

p o s i t i o n  du D N . L - ~ X  e t  D 2 0  de G .co l i .  



(+)  Ont 5tC c o n s i d 4 r L s  coune p o s i t i f s  les r c s u l t n t s  où une q u a n t i t a  

i n p o r t a n t e  de DNn L t r a n g e r  r-. é t i  r t t r o u v i e .  

:QunntitL : : Temps : 
Organe exanin6  : i n j e c t t e :  DNL i n j e c t S  : écauli- : R & s u l t n t s  

: a p r è s  : (+)  
:lf i n j e c t i o n :  

: S o u r i s  en O v a i r e s  150 ~ ~ . s u b t i l i s - ~ H D ~ O  6 0 m i n  j + 
g e s t a t i o n  : 

Er-ibryuns : 150 : I I  : 60 n i n  : + 
7 ? I I : 200 : : 60 a i n  + 
7 1  : 150 : I I  : 6 0 m i n  : + 

O v a i r e s  : 100 . : ~ . c o l i - ~ H  + 

: S o u r i s  Tumeur : 8 2  I ~ . c o l i - ~ H  : 60 min : + 
: p o r t e u s e s  I I : 8 2  : I I  

: d ' u n  : 2 4 h  : + 
: carcinorile If : 8 2  : II : 48 h + 
: 

spon txné  : Ovaires ; O 

O 

+ 
O v a i r e s  : 90  : + 

+ 
U t h r u s  : 90 : + 

O 
O v z i r e s  : 90 : + 

+ 
Tul.ieur : 90 : O 

O 
U t é r u s  : 90  : O 

O 
: 90  : O 

+ 
I n t e s t i n  : 90 : O 

Tuneur 60 . + 



Tableau  r é c ~ . p i t u l u t i f  67 ( s u i t e )  

.------- -- 
Temps : :Quan t i t é  : : Scould O r  g ~ ~ n e  e  xanin6  : i n j e c t i e z  DKA i n j c c t 6  : R é s u l t z t s  : 
a p r è s  . 

( + >  : : 1 9 i n j é c t i o n .  - - - 
: S o u r i s  Ovn i re s  : 80 : ~ . c o l i - ? ~  D20 I 2 h  + 
: i n p u b è r e s  I I 1 80 : I I  : 16  h  O : t r c i t & e s  au  
: benzoa te  I I  : 80 : I I  : 40 h  O 
: d '  o e s t r ~ . d i o l : ~ ~ ~ ~ ~ ~  : 80 : t 2 h  O 

11 : 80  : I l  : 16 h  O 
11 80 : I I  1 4 O h  O 

Vagin : 80 : I I  2 h  + 
11 : 80 : s 1 : i G h  + 
17 : 80 : I I  : 40 h  + 

I I  I n t e s t i n  80 : 2 h  O 

I ? : 8 0  : I I  : 16 h O 
I l  : 80 : I I  : 4 0 h  O 

O v a i r e s  1 100 1 ~ . c a l i - ~ ~  I h  + 
I I  19 12  h + 
VI : 100 : I E : 36 h + 

11 Vcgin 1 IO0 1 I h  + 
l  l  : 100 : 11 : 12  h  + 
19 : 100 : 1  l  : 3 G h  : + 

Utcrus  : 10G : 11 1 h  O 

I l  : 100 1 I I  : 12  h  O 
I  ? : 700 : I I  : 36 h  0  

Ova i re s  100 : I I  : 6 0 n i n  + 
I I  : 200 : ~ . s u b t i l i s - 3 ~  D20 1 60 min + 

I I  Utdrus  200 : i 6 0 n i n  + 
Vagin : 200 : I I  : 6 0 m i n  : . + 
Ovnires  j 80 j ~ . c o l i - ~ ~  6 0 m i n  + 
Vagin : 80 : 11 : 6 0 m i n  :: 0  

8 0  : UtGrus . I I  O 

: S o u r i s  O v a i r e s  I 150 i ~ . s u b t i l i s - ~ ~  D O 1 60  min + 
2  : : norrîiales 

I I  Vagin : 150 : . 6 0  min : O : a d u l t e s  : 
Utérus  : 150 : 17 : 60 min : O 

3 Ovai re s  850 : E.co l i -  H D20 60  + 
Vagin : 150 : I I  : 60 n i n  : O 



- 7 2 ~  - 
Tableau  68 

Bi lnn  des  ex6pr i enc  e s  r e p r i s e s  nu Tableau  r b c a p i t u l a t i f  

(+  > Organes 

: Temps LcoulG: 
c p r  è s Nonbre : Nonbre : 

: l ' i n j e c t i o n  :d i expGr iences :  dl expCrienc  e s  : 
: clu DNA p o s i t i v e s  

:- 

: S o u r i s  en  : Ovciires : 60 min : 2 2 
: g e s t a t i o n  

6 0 r i i n  : 3 3 

S o u r i s  p o r t e u s e s  : Tumeur 60 min : 
: d 'un  carcinome : 120 min : mannaire spon tané  : : ) 120 riin : 

: Ovai res  : 120 min : 
: ) 120 n i n  : 

120 n i n  

: Utcrus  : 120 n i n  : 
: ) 120 min : 

: I n t e s t i n  : 120 min 

: S o u r i s  i n p u b è r e s  : Ovai res  : 6 0 ~ 1 i . n  
t r a i t é e s  nu 120 min : 

: benzoa te  ) 120 ixin : : d '  oes  t r û d i o l  
: U t e r u s  : 6 0 r n i n  : 

120 n i n  : 
: ) 120 u i n  : 

: V a g i n  6Oriiin : 
120 n i n  : : ) 120 min : 

: I n t e s t i n  : 60 ciin : 
120 min : 

: } 120 ;?in : . i. 
a. 

: S o u r i s  normales : Ovnires  : 60 n i n  : 2 2  
: a d u l t e s  

2  : Vt:gin O 

: Utérus  : 60 n i n  : 1 O 

: ( + )  Lors de chzque e x p b r i e n c e ,  l e s  i c h a n t i l l o n s  exz~:iinGs p r o v e n a i e n t  1 
du poo l  des  o rgznes  de 3 mi1.1aux i n j e c t h s  ( 6  dans  l e  c a s  des  s o u r i s :  



Graphique  65 - O v ~ i r e s  de s o u r i s  p o r t e u s e s  d ' u n  c a r c i n o n e  m?.ïbiaire 

spontxn; ,  i n j e c t G e s  de 9 0  J L ~  de DN~-'H e t  D20 de 

E , c o l i .  

Les an inaux  o n t  L t 6  s a c r i f i L s  2 ,  48 e t  96 h e u r e s  n p r è s  

ls  i n j e c t i o n .  

Dans l e s  t r o i s  c a s ,  on r e t r o u v e  de l a  r z d i o n c t i v i t é  

p o r t c e  pu r  des  ~ ? o l < c u l e s  q u i  s s d i m e n t e n t  à une  d e n s i -  

k L  d i f f ~ r e n t e  dc c e l l e  du DNlr de s o u r i s ,  

Graphique  66 - Vnzins de s o u r i s  i n j e c t c e s  de 90 p g  de D N A - 3 ~  e t  D 2 0  

de E . c o l i  e t  s 2 . c r i f i G e s  2 ,  16 e t  4 0  h e u r e s  a p r è s  l ' i n -  -- 
j e c t i o n .  

On peu t  v o i r  q u ' a p r è s  16 e t  40 h e u r e s ,  il p e r s i s t e  

d a n s  l ' o r g a n e ,  une  p e t i t e  qunn t i tC  de n o l 4 c u l e s  de 

DIVA q u i  s G d i n c n t e n t  en  nêrne p o s i t i o n  que l e  DEA i n -  

j e c t 6 .  

Le Tablenu  67 e s t  un t a b l e a u  r c c a p i t u l a t i f  de  t o u t e s  l e s  

e x p é r i e n c e s  où l e s  DNiL i s o l G s  à p c r t i r  des  o rganes  o n t  C t G  soumis  à 

l ' u l t r a ~ e n t r i f u g ~ ~ t i o n  en  g r a d i e n t  de C s C 1 .  

h p a r t i r  du Tableau  68, q u i  d r e s s e  uil b i l a n  de c e s  expL- 

(+  > r i e n c e s ,  on peu t  v o i r  que : 

- chez  l e s  s o u r i s  en  g e s t u t i o n ,  dans  l e s  o v a i r e s  e t  l e s  ~ n b r y o n s ,  ............................ 
nous avons  r e t r o u v k ,  60 m i n u t e s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n ,  du DNA exogène 

i n t a c t .  

(+ )  I l  f a u t ,  en  p l u s ,  t e n i r  compte de c e  que  l e s  G c h a n t i l l o n s  de DNA 
excisinLs a v a i e n t  L ~ L  e x t r ~ i t s  du "pool"  d s s  o r g a n e s  de 3 nn iaaux  
i n j e c t S s  (6  dans  l e  c a s  des  s o u r i s  i n p u b è r e s ) .  



- chez  l e s  s o u r i s  p o r t e u s e s  d s u n  c?.rcinomc mnamûire spon tnn6  
~ ~ ~ ~ , ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  

12 r e c h e r c h e  de DfJlL exogèile i n t n c t  c? ~ t :  p o s i t i v e  60 e t  120 

n i n u t e s  c p r è s  l D i n j e c t i o n  ; dzns  l n  t u n e u r ,  l e s  ~ v ~ ~ i r e s ,  l e  va- 

g i n  c t  l t u t G r u s  (1 c a s  s u r  2 ) .  

Lux ter.ips p l u s  l o n g s  (2% st 96 h e u r e s  ) c e t t e  r e c h c r c h e  n è tL  

p o s i t i v e  dûns  12. t u n e u r  e t  l e s  o v ~ . i r e s .  E l l e  n L ~ L  n l g ? t i v e  d a n s  

l l u t L r u s .  

- chez  1s; s o u r i s  impubères  t r a i t 5 e s  2.u benzoû te  d ' o e s t r û d i o l ,  ............................................................ 
du DN41 exogène p e u t  é t r e  r e t r o u v 5  60 e t  120 n i n u t e s  a p r è s  l ' i n -  

j e c t i o n ,  dans  l e s  o v a i r e s ,  l ' u t L r u s  e t  l e  v2.gi.n ; jailais dans 

l ' i n t e s t i n .  

LUX ter.ipç l o n g s ,  l n  prLsence de DN,L exogène 2 ; t é  observCe dans  

l e s  o v a i r e s  e t  l e  v a g i n  ; jam::is dûns l 1 u t 6 r u s  e t  l ' i n t e s t i n .  

- chez  l e s  s o u r i s  n d u l t e s  on r e t r o u v e  l e  DNA% exogene 60 n i n u t e s  -----------------------, 
?-près l ' i n j e c t i o n ,  dnns l e s  o v a i r e s  t a n d i s  que dwns l e  vûg in  e t  

l f u t : r u s ,  on ne r e t r o u v e  .,ue du DNll endogène r ~ d i o n c t i f .  

n  i s n t i o n  c e l l u l a i r e  de  l a  r a f L i o ü c t i v i t b  par- s.utorndiogra*phi-e 2.4 - 2202 I'- -7-a -- 7 -  -- -- -- - -- -. - - -* - - - -_ - - - -- - -- - 

P u r  u l t r n c e n t r i f u g a t i c n  en  g r n d i e n t  de C s C 1 ,  nous avons  

vu que du DNL.-~H exogène e s t  r o t r o u v ;  dnns c e r t a i n s  o r g m e s ,  rieme 

à des  temps l o n g s  n p r è s  l P i n j e c t i o n .  

I l  L t n i t  t r è s  i n p o r t a n t  de  s z v o i r  où s e  l o c : ~ l i s e ,  d m ç  

l e s  c e l l u l e s  d e s  t i s s u s  ou o r g n n c s ,  1~.  r a d i o a c t i v i t 2  p o r t 8 e  p z r  

c e s  n o l L c u l e s  de DNII exogène,  

L o r s  de c  e r t z i n e s  e x p 3 r i ~ n c c s ,  d e s  a l i q u o t e s  de  t i s s u s  

o n t  &t< p r J l e v ~ e s  e t  k r a i t G e s  pour  l ' a u t o r a d i o g r n p h i e  s e l o n  l a  

t e c h n i q u e  dLcri tc t  au c h n p i t r e  'rMLthodesi'.  



u p r è s  un  mois  d ' i n c u b a t i o n ,  l e s  l ames  ont  ; t é  dcvelop-  

pLes,  c o l o r c e s  a l ' h ~ : i , ~ t o x y l i n e  Hzrris e t  d i f f l r e n c i c e s  à l' Lr-y- 

t h r o s i n e .  

Pho to  3 - Ova i re  d e  s o u r i s  p o r t e u s e  d ' un  c ~ ~ r c i n o m e  n a m i ~ i r e  spon- 

tan ; ,  i n j e e t L a  de 82 pf; de D X ; ~ - ~ H  de E.co1i e t  s a c r i f i G e  

48 h e u r e s  n p r è s  l ' i n j e c t i o n .  

P h o t o s  4 - Carcinone riaxii, i r e  spon tanh  de  s o u r i s  i n j e c t é e s  de 

e t  ' - 82 pg de DN,-~H do E . c o l i  e t  s a c r i f i i e s  1 ot 48 h e u r e s  

a p r è s  l ' i n j e c t i o n .  

Ln r n d i o ; , c t i v i t G  e s t  p o r t 2 e  p a r  d e s  n o l d c u l e s  de DNLi 

q u i  sGdi;aentênt  e n  p o s i t i o n  du D N L ~  d e  E . c o l i  e t  a u s s i  

pn r  dl n u t r e s  q u i  sLdi iaenten t  en p o s i t i o n  du D N ~ L  de 

s o u r i s  ( ~ i g . 6 9 ) .  

Photo  6 - Ova i re  de s o u r i s  i n p u b è r e  t r ü i t 3 e  au  b è n z o c t e  d l o e s t r n -  

d i o l ,  i n j e e t L e  ,;près 40  h e u r e s  d l h y p s r p l z L s i e  de  100 p g  

de  D N ~ L - ~ H  de E . c o l i  e t  s i c r i f i c e  36 h e u r e s  a p r è s  1' i n -  

j e c t i o n .  

P h o t o s  7 - O v a i r e  de s o u r i s  i n p u b è r e  t r - i t S e  Ll-u benzon te  d ' o e s t r n -  

e t  - d i 0 1  e t  i n j e c t L e  ::près 3 0  heu res  d ' h y p e r p l a s i e  de 100 pg 

de  DN..-~H da i3 .col i  e t  s c c r i î i i e  1 e t  36 h e u r e s  n p r è s  

l ' i n j e c t i o n .  

(F ig .70  - La r c L d i o n c t i v i t L  e s t  por tGe p2.r d e s  n o l < c u l e s  

q u i  s c i l i n e n t e n t  en  p o s i t i o n  du DMLL de  E - c o l i ) .  



L1exrünen n i c r o s c o p i q u e  des  d i f f L r e n t e s  p r c p a r a t i o n s  

nous  :.. pa r r i i s  cl,e c o n s t L i t c r  yu? : 

pour  l e s  o v a i r e s  : ---------------- 
- clans l e s  f o l l i c u l ~ > s ,  de n o ~ i b ï e u s e s  c e l l u l e s  s o n t  i ; iczqu~ e s ,  

- a p r è s  1 h e u r e  d ' i n c u b a t i o n ,  lCl r u d i o n c t i v i t C  e s t  s u p e r p o s a b l e  

GU n o y x  e t  l n  loc :  l i o : . t i o n  -p r&u  d e s  t e n p s  p l u s  l o n g s  - 24 e t  

48 heur  e s  - r zs t c nuc 1: L ~ i r  e  . 
- l a  r a d i o n c t i v i t i  nz s e r ib l e  pas  d i s p a r n î t r z ,  l e  n o r ~ b r e  de  c e l l u -  

l e s  nn rquces  n p r è s  ;iLt h e u r e s  e s t  2 -uss i  d l e v 6  q u ' a p r è s  ? h e u r e ,  

k -p rè s  48 h e u r e s ,  l s i n t e n s i t t  du iac,rqu;ige e s t  un peu p l u s  f a i b l e  

e t  l a  l o c a l i s n t i o n  p l u s  d i f f u s e .  

- t o u s  l e s  follicules s o n t  u a r q u ~ s  n a i s ,  par f o l l i c u l e ,  l e  nombre 

d e  c e l l u l e s  1.1:l.rquLes est ù i f f c r e n t .  

- nous  n 'nvons  p a s  observL d ' o o c y t e  nnrquc .  

- l e  pourcen tage  de c e l l u l e s  n a r q ü ~ e s  c s t  moins LlevC d c n s  l e  

t i s s u  c o n j o n c t i f  du s t r o n a  (Pho tos  9 e t  10). 

- l e s  r G s u l t ~ . t s  s o n t  t r è s  cor lpcrnbles  pour  l e s  o rganes  p r o v e n a n t  

de s o u r i s  p o r t  euses  d ' u n  c  z r c i n o n c  s p o n t z n J  ou pour  l e s  o rgznes  

de  s o u r i s  impubères  t r a i t c e s  au b * n z o ~ . t e  d '  o e s t r c d i o l  e t  i n  j ec -  

t b e s  z.près 40 h e u r e s  d ' h y p e r p l a s i e  ou pour  l e s  organes  de  s o u r i s  

impubères  t ï z i t t  c s  nu benzoa te  d '  o e s t r a d i o l  e t  i n  jec  t e e s  a p r è s  

30 h e u r e s  d '  h y p d ï p l z s i e .  

pour  l e  t i s s u  tu ,norn l  : ..................... 
- un  g rznd  n o r ~ b r e  de c e l l u l e s  s o n t  n2.rquCes e t  l a  r e d i o a c t i v i t 3  

e s t  l o c n l i s C e  s u r  l e  noyz-u. 

- d e s  c e l l u l e s  e n  n i t o s e  que nous avons  obse rvCes ,  aucune n 1  é t a i t  

lilar qui5 e4 



- l e  marquage e s t  p l u s  i n p o r t n n t  a u  niveriu des  c e l l u l e s  C p i t h 6 l i n -  

12s cju'nu hivc?.u du t i s s u  c o n j o n c t i f  du s t ron r*  ( P h o t o s  11 e t  12 ) .  

- s u r  12s coupes  p r ~ v e n ? ~ n t  de t i s s u s  dfc.nir.î~.ux s a c r i f i e s  24 ou 

48 h e u r e s  a p r h s  l ' i n j d c t i o n ,  l c  nnrquzge  e s t  p l u s  d i f f u s  e t  dG- 

bo rde  du noyau v e r s  l e  c y t o p l a s n e .  

pour  l a  g a n g l i o n  n k s e n t L r i q u c  : 
- - - - - - - -Y - - - - - - - - - - __ - - - - - - - - - -  

- q u e l q u e s  c e l l u l e s  : l ppa rn i s sén t  b i e n  i L i e r q u ~ e s .  E l l e s  s o n t  t o u t e s  

l o c z l i s c e s  à 12 p G r i p h 6 r i e  de l ' o r g a n e .  

pour 1,: g l n a d e  nza,rAixi.re : ....................... 
- de t r è s  r e r z s  c e l l u l e s  s ~ u l e n e n t  s o n t  mzrqu6es. 
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DISCUSSION GENEHnLZ 

Mous avons  pu ! ion t re r  que l o r s q u q  on i n j e c t e  du DNki t r i t i 6  

prLr v o i e  in t r - l .ve incuse  1:. s o u r i s ,  c e  DN., d i n p n r n î t  r a p i d e n e n t  de 

l n  c i r cu1 : l t i on  s n n s  q u ' i l  y n i t  a p p a r i t i o n  d ' u n e  q u 2 n t i t 5  i m p o r t a n t e  

de  p e t i t e s  ~ i o l < c u l e s .  

k c e  p o i n t  dd vue ,  nos  r 5 s u l t a t s  s e n t  en  pnrf2.i.t a c c o r d  

avec c e u x  de TSL~V~IT:I e t  Ilr'Jd?i,lJG~ (1 963). 

Il s e n b l e  que l e  DNA1 s o i t  t r&s peu a t t a q u é  p a r  l n  DNase 

p l : , s r~n t ique  ; c e c i  seriblt? a t r e  clû nu f c i i t  que c e l l e - c i  s e  t r o u v *  en  

f a i b l e  q u a n t i t t .  dans  l e  s n n g  de nos  an i i laux  e t  que ,  dl  zLu t r e  p a r t ,  l e  

t e n p s  d e  s L  jour  du DTilA duns 1s scIng e s t  t r o p  c o u r t  pour  q u ' i l  y bu- 

b i s s e  une dLgradù t ion  i m p o r t a n t e .  

En s u i v u n t  pa r  c h r o n n t o g r n p h i e ,  l n  c i n L t i q u e  de d i s p a r i t i o n  

de l a  r a d i o n c t i v i t :  nous nvons vu que c '  e s t  c e l l e  q u i  e s t  p o r t L e  p a r  

l e s  molGcules  l e s  p l u s  p o l y n L ~ i s C e s  q u i  d i s p a r a î t  l e  s l u s  rnpider,ient.  

Comme c e s  g r o s s e s  n o l L c u l e s  s o n t  r e s p o n s a b l e s  de l n  v i s c o k i t 8 ,  nous 

p o u r r i o n s  z i n s i  e x p l i q u t r  l e s  r e s u l t a t s  ob tenus  p 2 r  GOSSE, LE PECQ, 

DEFRhNCE e t  PI~OLETTI (1965). Ces a u t e u r s  o b s e r v e n t ,  e n  e f f e t ,  une 

c h u t e  r ~ ~ p i d e  de l n  v i s c o s i t ~  du s a n g , ~ s r è c  i n j e c t i o n  de  D N s ,  q u i  ne 

semble pns  due u n i q u c t ~ c n t  2 1' a c t i o n  d' h y u r o l n s e s  p las r i in t iques  . 
Notons i c i  que i:ILCZOK e t  G I U ~ B O I I S E ~ ~ ~  (1963) o n t  CtuiliS l e  

s o r t  du DN, i n j e c t ~  i n  v i v o  pcLr v o i e  i n t r a p C r i t o n L a l e .  Ils o n t  montr6 

que 5 ~ i i n u t e s  :.pr&s l ' i n j e c t i o n  de D E A - ~ H  ou I 4 c ,  un  t a u x  i I e v &  de 

r a d i o n c t i v i t d  e s t  t rouv;  dzns  l e  s m g  e t  que 2 h e u r e s  a p r è s  l q i n j e c -  

t i o n ,  une  p a r t i e  de  l a  r u d i o c c t i v i t J  e s t  encore  p o r t b e  pcr du DNA 

n a c r o m o l ~ c u i a i r  e . 



BENDICH, ISILCZOK e t  BOHENFREUND ( 1965 ) o n t ,  d '  a u t r e  p n r t  , 
i s o l L  du s m g  de s o u r i s  i n j t - c t ~ o s  p;:r v o i e  in t rap6r i tonG; : le  de DNA 

i n f e c t i e u x  ( v i r u s  po lyonu)  e t  d~ D L  t r x n s f o r n a n t  (pneunocoque) ,  d e s  

molCcules  de DU+, e n c o r e  c L c t i v z s  b i o l c g i q u e i ; i ~ n t ,  

En c e  q u i  nous  c o n c e r n e ,  nûus avonz c o n s t a t ; ,  à l ' a i d e  d e  

l ' u l t r a c e n t r i £ u g ? t i o n  e n  gr , :d icn t  de C s C 1 ,  que  12s no lCcu le s  rcLdio-  

a c t i v e s  quc nous r e t r o u v o n s  o n t  conserve i n t a c t e s  c e r t a i n e s  de l e u r s  

c n r a c L ~ r i s t i q u e s  phys ico-chimiques  ( n ê n ~  c o n p o s i t i o n  e n  b2ses  e t  

s t r u c t u r e  b i c? . tLna i r e ) .  

I l  semble  donc que du DN,, L t r a n g e r  polyr_l6risd,  a y a n t  c o n s e r -  

vc s e s  s t r u c t u r e s  p r i n a i r c  e t  s e c o n d a i r e  e t  s o n  2 c t i v i t C  b i o l o g i q u e ,  

A p u i s s e  r 6 s i s t e r  dans  l e  s a n g  e t  ~ t r e  vLh icu l6  j u s q u l a u x  d i f f i r e n t s  

o r g a n e s  ou t i s s u s  de lq org2.nisn.e. 

I l  i n p o r t a i t ,  d é s  l o r s ,  de  d;terl , i iner s i  l e s  n o l L c u l e s  d e  

DNA peuven t  p 6 n L t r e r  s o u s  l e u r  l t n t  n n t i f  dans  l e s  c e l l u l e s  e t  y  con-  

s e r v e r  l e u r  i n t J g r i t L  ch imique .  

Pour RABOTTI ( 1 9 6 3 ) ~  l o r s q u e  du D N d  e x t r a i t  de c e l l u l e s  

d ' a s c i t e  BDF T c u l t i v i e s  i n  v i t r o  en prGsence de  f o r m a t e  I 4 c  e s t  i n -  
1 

j e c t b  à des  s o u r i s  p o r t e u s e s  de l u  t u n e u r  BDF T ,  l ' a c t i v i t ;  s p c c i f i -  
1 

que  des  C l i f f s r e n t e s  b a s e s  du D'ifL tutior?.l c s t  l n  nêrie que c e l l e  o b s e r -  

v i e  dans  l e s  c c i l u l ê s  c u l t i v < e s  i n  v i t r o .  L ' a u t e u r  e n  c o n c l u t  que l e  

DNh nnrqu; i n  v i t r o  g x r d e  dcns Lcs c e l l u l e s - h ô t e s  , s e s  CCWÛC t 6 r i s t i -  

ques  c h i n i q u z s  o r i g i n a l e s .  

Nous avons ,  q u a n t  à nous ,  d t u d i é  l e  degr: de p o l y u G r i s n t i o n  

d e s  n o l ~ c u l e s  r a d i o n c  t i v e s  r e t r o u v z e s  dans d i f  f  C r e n t s  o rganes  ou 

t i s s u s  e t  nous cvons vu que ,  n b e  ?.près des  t e n p s  r e l a t i v e n e n t  l o n g s ,  



l e s  schLmzs d l L l u t i o n  chrom-tographique du DNA i s o l h  a p a r t i r  de 

c e r t a i n s  o r g a n e s ,  s o n t  l e s  ï:iê:.,~s que c e l u i  du DNA i n j e c t 4 .  Ces sch6-  

rLias s o n t ,  p a r  c o n t r e ,  t o u t  à fz . i t  d i f f S r e n t s  de czux  qu 'on  o b s e r v e  

l o r s q u q o n  t r 2 . i t e  l q n n i n a l  par  des  p r 6 c u r s e u r s  r c d i o a c t i f s  s p S c i f i q u e s  

( T ~ R - 3 ~ ) .  I l  s e n b l ~  donc q u ' à  p x t i r  di: c c s  r u s u l t a t s  on p e u t  e x o l u r e  

un  p r o c e s s u s  d ' h y d r o l y s e  s u i v i  de  r e s y n t h e s e ,  I 

S i ,  d2ns c e r t a i n s  o r g a n e s ,  l e  DNw exogène <-.près = v o i r  5 t 6  

ûbsorbL semble y s u b s i s t e r  s u n s  y  ? t r e  nodi f i : ,  dnns d ' a u t r e s ,  on 

a s s i s t e  à une  dGgrada t ion  i m p o r t a n t e  e t  nu r c  j e t  Gc c e r t a i n s  p r o d u i t s  

d ' h y d r o l y s e  ( c e c i  expliquerait l ' a p p a r i t i o n  t a r d i v e  dt: r n d i o n c t i v i t &  

n c i d o - s o l u b l e  dnns l e  s a n g ) ,  

Nos r C s u l t a t s  n o n t r e n t  & g a l e n e n t  que c c r t 2 i n s  o r g a n e s  pa- 

r a i s s e n t  p ~ ~ r t i c u l i è r e r ~ e n t  nv ides  de Dlqn exogène. C ' t s t  l e  c a s  des  

o v : l i r e s ,  v a g i n ,  t u n t  u r  e t  embryons, 

De p l u s ,  dans  l e s  o rganes  gGni t aux  des  s o u r i s  i n p u b è r e s ,  

nous observons  d e s  phLnon&nes  L i f f L r e n t s  s z l o n  l e  t i s s u  : dans  l e s  

o v a i r e s  e t  l e  v a g i n ,  nous  r e t r o u v o n s  du DNll exogène peu n o d i f i 5 , a l o r s  

que dnns l s u t ~ r u s  , l e  DfJti exogène p,zr :ît n v o i r  G t L  i iydro lys2  e n t i a r e -  

n e n t  e t  r C u t i l i s L  pour  une synthGse  endogène.  Dans c e s  o r g a n e s ,  l a  

f i x a t i o n  du DNli L t r a n g e r  e s t  s t i m u l l s  p c ~ r  une i n j e c t i o n  de  b e n z o a t e  

d t  o e s t r a d i o l .  

22,r c e s  m5thodes d q  i n ~ l y s e ,  nous avons  accunu l& d e s  i n f o r -  

n a t i o n s  q u i  p e r m e t t e n t  dé p e n s e r  que LLU DNA exogène peu t  ê t r e  r e t e n u ,  

non d&grndL, p a r  c e r t a i n s  o r g a n e s ,  

Lt  a u t o r a d i o g r a p h i e  nous a permis  de  l o c a l i s e r  c e t t e  r û d i o -  

n c t i v i t L  dnns l e s  t i s s u s .  Nous avons a i n s i  pu o b s e r v e r  que dans l e s  



o v n i r e s  , c e  s o n t  s u r t o u t  l e s  c e l l u l e s  f o l l i c u l ~ i r e s  q u i  s o n t  n a r q u c e s  

e t  que 1ü r n d i o a c t i v i t 3  e s t  l o c a l i s l e  au  n i v e a u  du noyau d e s  c e l l u l e s .  

Dans l e  t i s s u  c o n j o n c t i f  on ne  r e t r o u v e  que peu de  c e l l u l e s  rnnrquGes. 

LtiiLiage o b s e r v l e  e s t  i d è n t i q u e  l o r s q u e  l i s  exznens  s o n t  f L 1 i t s  a p r è s  

des  t e u p s  l o n g s  a p r e s  l ' i n j e c t i o n  de DNN triti:. h p r è s  24, 3 6  ou 48 

h e u r e s ,  on o b s e r v e  t o u j o u r s  un g rand  nonbre de c e l l u l e s  marquLes. La 

s e u l e  d i f f c r e n c e  p a r a î t  L v e n t u e l l e n e n t  r ( s i d e r  dans  une l o c a l i s a t i o n  

un peu p l u s  d i f f u s e  de 1:. r n d i o n c t i v i t O .  

D,ms l a  tumeur,  on o b s e r v e  G g ~ l e n e n t  un  nn rquage  i n p o r t u n t  

des  c e l l u l e s  C p i t h G l i a L c s ,  t n n u i s  que l e s  c e l l u l e s  du t i s s u  conjonc-  

t i f  n p p a r n i s s e n t  t r è s  peu r a d i u z c t i v e s .  

Le nclrquage e s t  n u c l L a i r e  e t  on o b s e r v e  C g û l e ~ ~ e n t  une d i s -  

p e r s i o n  p l u s  g rznde  de l2 rz .dio?.ct ivi tC à des  temps l o n g s  a p r è s  l ' i n -  

j e c t i o n .  

Dans nos  c o n d i t i o n s  e ~ p G r i i ; ~ e n t a l e s ,  du DNA b a c t c r i e n  a p r è s  

= v o i r  L t2  vLhiculL pnr l e  s a n g  s z n s  s u b i r  de d é g r a d a t i o n  i n p o r t a n t e ,  

a pu p L n L t r e r  dzns  l e  noyau d e s  c e l l u l e s  de  c e r t a i n s  o r g i n e s  e t  y 

c o n s e r v e r  s o n  i n t G g r i t L  ~ l l i r ~ i i q u e .  

I l  s e n b l e  que nos  r c s u l t w t s  x p p o r t e n t  une  b a s e  b i o c h i n i q u e  

aux  o b s e r v a t i o n s  b i c l o g i q u e s  r ? ,ppor t<es  p a r  d f : : u t r e s  c?uteurs .  

Nous i g n o r o n s  enco re  s i  de t e l s  phcnonèncs de t r a n s 1 a t i . c n  

s e  p r o d u i s e n t  s p o n t  ûntlnent dvns l e s  o r g c n i s n d s  v i v a n t s  non i n  j e c t 5 s .  

Une t e l l e  t r a n s l a t i o n  p o u r r a i t  cependan t  f o u r n i r  une  e x p l i n a t i o n  

biochiii i ique .& c e r t a i n e s  o b s e r v ~ ~ t i o n s  , 

BENDICH, lilILCZOK e t  BORENFREUND (1965) s u g g è r e n t  qu 'une  

t r m ç l n t i o n  de DNII l i bLrL  A p z r t i r  de c e l l u l e s  tu i l io rn les  e n  n é c r o s e  



p o u r r a i t  c o n t r i b u s r  à l ' n p p a r i t i o n  d e s  n L t n s t n s e s  l o r s  de c c r t n i n s  

é t a t s  tur îoraux.  Du DIVA+ p o u r r a i i  q u i t t e r  l e  f o y e r  p r i n c i p a l ,  ê t r e  

v6hiculG p u  l e  &ln& e t  i n d u i r e  L v e n t u é l l e m e n t  12. for i i iut ion de f o y e r s  

s e c  o n d a i r e s  . 

P e r s p e c t i v e s  - 
On s:iit que l ' e n t r é e  d ' u n  nouvcciu DNLx d .ns des  c e l l u l e s ,  

à l ' o c c a s i o n  d ' u n e  i n f c c t i . c n  v i r a l e  ou & o r s  de t r a n s f o r m a t i o n  bad- 

t 6 r i e n n e  , c ~ u s e  d e s  n o d i f i c a t i o n s  p r o f o n d e s  dnns l e s  n L c a n i s n e s  n o r -  

iiiaux de c r ~ i s s ù n c e  e t  de  b i o s y n t h è s e .  I l  a tt6 p o s s i b l e ,  dnns  c e r t n i n s  

c a s ,  de m e t t r e  en  C v i d t n c e  des  p r o t e i n e s  n o u v e l l e s ,  des  enzymes, d e s  

i n h i b i t e u r s ,  e t c , . .  don t  l c  DNI, L t r z n g e r  a v a i t  i n d u i t  l a  s y n t h è s e .  

On p o u r r a i t  i m a g i n e r  q u ' u n e  d h f i c i e n c e  b ioch imique  de l n  

c e l l u l e  : a b s e n c e  d ' u n  enzyme, p a r  e x e n p l e ,  p o u r r a i t  ê t r e  c o r r i g 6 e  

e n  f  o u r n i s s n n t  un c  onp lC~ien t  gLnL t i q u e  a p p r o p r i é  s o u s  f o r n e  de DNIL. 

Des ~ i o l ~ c u l e s  de DNz. p o r t e u s e s  d ' u n  ou p l u s i e u r s  gènes ,  i s o l é e s  d ' u n  

organisme q u i  s y n t h t  t i s e  une i3ro t5 inè  p z r t i c u l i è r e ,  p o u r r a i e n t  ê t r e  

u t i l i ç G e s  pour  d i r i g e r  l a  s y n t h è s e  de  c e t  enzyme dnns un a u t r e  orgn-  

nisme.  

Un p o i n t  ir . iportnnt r e s t e  à p r é c i s e r  : l e  DN:r absorbL a-t- 

il un e f f e t  s u r  l n  c e l l u l e  ? 

Cet a s p e c t  du probler.ie f e r a  l ' o b j e t  de nos  r e c h e r c h e s  fu-  

t u r e s .  Quelques o b s e r v a t i o n s  semblen t  s u g g L r e r  dC j à  des  c o y e n s  d13p-  

p roche  du problème,  

Dans l e  &as d e s  o v n i r e s ,  nous  voyons que 48 h e u r e s  a p r è s  

s o n  a b s o r p t i o n  PLV l a  c e l l u l e ,  une p a r t i e  du DIJIL Gt rünger  e s t  enco re  

p r s s e n t e .  



TTon seu le r i en t  il n' u pas L t i  s i i ~ p l e ~ . : e n t  LliriinC , mais 

encore  on peu t  v o i r ,  p2.r u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  de C s C 1 ,  

q u ' i l  s e  p s s e  quelque  chose de nouvecLu dans l n  c e l l u l e .  En e f f e t ,  

a p è s  48 h e u r e s ,  l e  D N L ~  Gt ranger  encore p r i s e n t  ,?. c h ~ ~ n g ;  de dens i t ;  

e t  il occupe,  en u l t r a c e n t r i f u g z t i o n ,  une p o s i t i a n  à une d c n s i t d  in- 

t e r ~ ~ ~ d i a i r e  e n t r e  l e  D??L endogène e t  l e  DNll in jec t : .  

P e u t - ê t r e  a s s i s t e - t - o n  l à  au prexi ier  s t a d e  d ' i n c o r p o r a t i o n  

du Da, é t r a n g e r  dans l e  &Gnoiïie, c e  q u i  o u v r i r a i t  un c h m p  t o u t  nou- 

veau à nos i n v a s t i g c ' c i o n s .  ITotre hypothèse  c1.e t r a - i l  a c t u e l l e  e s t  

que l e s  n o l e c u l e s  i n t c r n c d i a i r e s  que nous observons  p o u r r a i e n t  pro- 

v e n i r  de 1' a s s o c i a t i o n  d'  GléiLients de DIdii endogène e t  dlGICments de 

DNii b3.c t L r i e n  exogène. 



Nous avons  L t u d i e  s u c c  e s s i v e a e n t  : 

1. Par une  n o u v e l l e  rliL thode  de c h r o ~ i ~ i t  o g r a p h i e  , d e s  ~ i o d i f i c a t i o n s  

p r o v o q u l e s  du DITP. : l ' û c t i a n  de l n  DNnse e t  l u  d 6 n z t u r a t i o n  t h e r -  

mique. 

Les r L s u l t a t s  o b t e n u s  i i iontrznt  que 13. c h r o n n t o g r ~ x p h i e  cen- 

t r i f u g c e  s u r  s u l p e  de p a p i ù r  da DELE-cel lulose p e u t  ê t r e  u t i -  

l i s c e  pour  l ' c t u d e  d e s  n o d i f i c a t i o n s  a p p a r a i s s a n t  dans une 

p o p u l a t i o n  dc a o l ~ c u l e s  de DNli sou i i i s e s  à l e a c t i o n  de  d i f f h -  

r e n t s  a g e n t s  phys iques  ou b i o l o g i q u a s  . 
2. Le s o r t  du DNt, i n j e c t L  à 11 s o u r i s  dans  l e  s a n g ,  

Nos r G s u l t n t s  n o n t r e n t  que du i)NA C t r a n g e r  polyi. iGrisé,  cyan t  

c o n s e r v 3  s e s  propriG t S s  phys ico-chimiques  i n t a c t e s ,  p e u t  n r r i -  

v e r  :LU n i v e a u  des  organGs ou t i s s u s  de l ' o r g a n i s m e .  

3 .  Le s o r t  du DEA dzns  l e s  o r g c n e s .  

En Gtud ian t  , p a r  ch romntograph ie ,  l e  degr& d e  p o l y n G r i s a t i o n  

d e s  molGcules r a d i o x t i v e s  r e t r o u v L e s  dzns  l e s  o r g a n e s  e t  e n  

6 t u d i a n t  12. n n t u r e  de  c e s  m o l é c u l e s  p?.r u l t r û c e n t r i f u g a t i o n  

e n  c h l o r u r e  de  c L s i u n ,  nous zvons pu mon t re r  que des  n o l é c u l e s  

de DNLL L t r c n ~ a r  peuvent  pLnGt re r ,  s o u s  l e u r  G t a t  n n t i f ,  dans 

l e s  c e l l u l ê s  e t  y c o n s e r v e r  l e u r  i n t é g r i t G  c h i n i q u e ,  

C e r t a i n e s  o b s e r v a t i o n s  p e r m e t t e n t  de p e n s e r  que l e  DNA h t r a n -  

g e r  s ' i n t è g r e  dans l e  gLnsiae de  lcL c e l l u l e - h ô t e .  



Ces r & s u l t z t s  s o n t  d i s c u t c s  e n  f o n c t i o n  d ' o b s e r v a t i o n s  b i o l o -  

g iqucs  Cl' a u t r e s  ',.ut c u r s  ::uxqucls i l s  s e n b l e n t  a p p o r t e r  une 

b a s e  b i o c h i i i i q u e  : 

n) Une t r a n s l û t i o n  n a t u r e l l e ,  p o u r r z i t  e x p l i q u e r  c e r t a i n s  

r 4 s u l t ~ - t s  b i o l o g i q u e s .  

b )  Une t r a n o l z . t i o n  provoquve dc  DNrl spGcif iclue p o u r r s i t  c o r -  

r i g e r  des  d L f i c i e n c e s  b i o c h i r i i q u e s  de c e r t c i n e s  c e l l u l e s .  
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