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BTUDE CINETIQUE DE LA SYNTHESB 

DE LA PHOSPHATASE ALCALIN8 PAR DES 

FRACTIONS PARTICULEES D'ESCHERICHIA COLI 



La synthbe d'une mol6cule protéique est la conad- 

quence d'une chaîne de reactions complexee glacée sous la di- 

pendance de nombreux facteurs. Bien que plusieurs, considér6s 

comme des initiateurs ou des accélérateure, aient étB récem- 

ment découverts, il n'en demeure pas moins que l'existence d'un 

grand nombre d'entre eux est encore inconnue ou B peine soup- 

çonnée. C'est une des raisons pour leequellee il n'a jamais 

e t 4  poseible, juequ'8 prdeent, de réaliser la synthéee totale 

in vitro d'une molécule protéique déterminde et contr8lée par 

un DNA avec un mélange de ribosomes et d'enaymes solubles. 

Par contre, des synthèses partielles, comme l'obtention de RNA 

meeeagers transcrits du DNA ou de peptides synthétfs6s sous 

le contrdle du RNA messager, sont possibles avec des systèmes 

acellulaires. Les recherches concernant ces syst4mee ont donne 

un essor définitif B la biologie moléculaire en élucidant le 

code génétique et en permettant de démonter'le méaanisme de 

la synthèse peptidique. 

Cependant, seuls des eystemes de synthese complexes, 

aussi proches que posaible de la cellule vivante, peuvent B 

notre sens effectuer toutes les rdactions aboutissant B 1'6- 

laboration d'une proteine Èi partir du message hbréditaire. 

Dans oe travail, nous nous'sommes attaehd A 1'6- 

tude d'un syetème membranaire acellulaire, obtenu par degra- 



dation trea ménag6e dee sphc5roplastes d ' E .  c o l i .  Nous avons 

Bté amené devant la complexité d'un tel système, & tenter 

de préciser son foncLionnernent en nous efforçant; de déterminer 

l a  cinetique et les conditions néces~airee & la synthhse de la 

pho~phatsse alcaline. 

Dane notre introduction, nous allons résumer suc- 

cintement les m6caniemee fondamentaux qui reglent le syathèee 

prot4ique. Re nombreuses sevuea gdnéraiee exietent sur ce sujet, 

nous insisterons seulement eur certains points intéressants paiJr 

notre travail personnel, puis nous décrirons l e s  diffdrente 

eyet8mes acellulairee qui ont été utiEi.de pour eon étude, 

selon le plan suivant t 

A . La transcription du DNA en 'RNA messager 

B . La formation de la chafne peptidique 

1 / Activation et transfert des acide6 aminée 

2 / Traduction du RNA mesesger en protéines 

C . La regulation de la synthèse des enaymee 

II - Les systèmes de synthèse in vitro 



A . LA TfiANSCWIkTXON DU DNA EN RNA MESSAGER 
- 

Depuis Tes travaux de Beadle et T a t u m  ( 1  4 )  en 1941 , 

il est admis que la odquence primaire de chaque proté ine  est 

inscrite dcula 1s gène correspondunt. A v e r y  et coll. ( 9 j de$- 

montraient, en 1944, q u e  cette hérédité était postée par l'acide 

d6soxyribonucl6ique. Le6 séquences nucléotidiques dü DNA  ont 

transcrites en séquences homologues dans l e s  scidee ribonu- 

cl6iquea a p p d . 4 ~  messagers par Jaco:, et Ivlonod (98). 

La participation dos &!NA dans  la synthèse prolSique 

avait 6t6 mis.? en éviderice par Casj.orason (26) et Brachet (20, 

21 ) et on rir Longtemps p e ~ ~ s é  que le JWA ribcrsomal, abondan.1; 

et stable, 4 t r: t p o r t e u r  de 1 ' info~;lsat;ion trtzduite directement 

en protéines pcrr le ribosome lui-mêm 2 .  Cependant, Hernhey ( 8 5 )  

délec te  la sy  G thèse d'un HJJA h marquage  rap5de et de faible  

po ids  moléculr..ire lors de l ' l n fec - t io? ;  d')!, c o l i  par le phage 

T2, pi l i s  V o l k i n  et Astrachan (110) cidrnontretit que cet RNA es% 

sp4cifique du 1 hage . P l u s  r 6 c e m m e n . t  Nirenberg et Matthaei ( 1  49) 

par leurs exp Isiences de ~ynthEse  vitro, prouvent que le ri- 

bosome lors de %a synthèse p r ~ L Q i q - ~ ~ . ?  est un support non spéci- 

figue de la mo-.dcule synth8t:isBe. G'+itre Lem-ps, l'exiulence d'un 

RNA, impliquts curln la synth&.re de:: rirot6inea et dont la séquence 



des bases transcrit celle du DNA, a Qtt? démontrbe par de nom- 

breux auteurs ches Lee bacteries (22,67,81 ,118,166,198,227,228) 

ou les cellules animaies (1 3,194) . Weies (21 7,218)~ Stevens 
(204)et Humitrc; (93.94) ont montre que la aynth&ee du RNA 

messager (&NA) n'avait lieu qu'en pr4sence de  la RNA poly- 

rndraee. Cette enayme que l'on rencontre aueei bien dane les 

bacteriee que dans les cellules v4gBtalea ou animales, repro- 

duit les séquenoes des bases du DUA, Q partir des  4 nucléo- 

aides triphosphates, et ne peut fonctionner qu'en prdsence 

d'ions magnésium. 

Les conditions de transcription du DNA par la RNA 

polyméraae sont differentee selon les conditions expdrimentaiee. 

Jn vitro  diverse^ formes de DNA peuvent servir de 

modèle : à partir d'un DNd monocaténaire, l'enayrne aonduit a 

un hybride DNA-RNA (28,214). Soue ea forme naturel le ,  les deux 

crhaînes de DNA sont copiéea indiff8remment (27,95,96,199,219)* 

In vivo par contre, et parfois i n  vitro, la RrjA 

polym6raee ne reproduit qu'une seule chaine de DNA (66,83,:22, 

130,207) ; il semble en effet, que certains motifs de la chaOne 

de DNA seraient nécessaires pour que l'enoyme puisse s'y fixer 

(1 24). Cependant, d'après Bresler et coll. (23) les deux charnee 

seraient susceptibles d'être transcrites en mHNA, Comie Le eug- 

gBrent les expériences de Contesse et coll. (36) la formation 



du RNA messager parait li6e et mgme dépendante de la eynthase 

protéique concomitante. X n f  in, la présence de riboeomes (1 93) 

et de c e l l e  d'un facteur de translation favorisent la transcrip- 

tion selon les travaux du groupe de Groe (175,176). 

B . LA FORMATION DE LA CHAIME PEPTIDIQÙE 

1 . Activation et tranafsrt des acides amines 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - C I  

11 ressort dee travaux de Lipmann ( 1  17 ) , Hoagland 
(86.87) Berg (15) et Novelli (161 ) que l'activation et le 

transfert des aaides aminGs s'effeotuent en deux Btapee : 

- dana l a  première une eneyrne d'activation, enaore appelée 

arninoacyl RNA synth6tsse par Berg (1 6), greffe une moldcule 

dVATP sur un amino-acide. Puis par pysophosghorolyse, en pré- 

senoe de np2+, il se forme du phoephate inorganique et un ad6- 

nylate d'aminoacyl. 

- au début de la deuxieme btape, le groupement aminoacyl est 
transf6rd B une molt?cule de RNA eoluble, ou RNA de tranafert 

(~R N A )  avec liberation de lgenayme et d'acide ad6nylique. 

Nous avons reproduit sur le schdma suivant, et 

d'après Neidhart (146) la réactiond'activation et de transfert 

des aeides mindia. 



+ ATP + 8RNA 

R - C H - C  //O + AMP + 3?P 

1 'SHNA 
NH; 

On a longtemps coneidér8 qu'un seul type d'adno- 

acyl  RNA synthétase existait pour un acide aminé. Wsie lea 

travaux de Yu (225) sulygarent qu'il exiete plusieurs synthé- 

taaee pour la leucine chel; E .  co l i  ; ceux de Barnett ( 1 1 ) 

confirment ces faite pour la ph4nylalanine et llaoide aspar- 

tique chea Neuroepora. 

La rdactian qui contr8le le transfert des  acidee 

amines fait donc intaentenir un RNA particulier appel4 'IWA de 

transfert ( t f i ~ i ~ ~ ) .  Contrairement au IRRNA, la rnolt5aule du RNA 

de tramifert est  sCable. La configuratAon de sa ohasne poly- 

nualéotidique gui pourrait etre "en 6pingle & cheveux'', met- 

trait en Bvidence la aone fonctionnelle &.l'arrondi de 1'4- 

pingle . 



Des travaux recents ont permis de déterminer la 

structure et l'enchainement des nucléotides pour certaine 

tRNA, et de montrer la préeencs d'un triplet carerctdriatique 

(anticrodon) de 1'aoi.de amine traslsport4 au milieu de la mole- 

oule ( 25929990,123 ) * 

2 . Traduction du RNA messager en erotéine - - - - - - - - - - - - - - -  I I -. 

f;e terme de riboeome designe les particulee que 

l'on trouve fixkee su réticulum cytoplasmique. Roberts et coll. 

(1 81) Btudient leur structure ; ils sont compos4s de psot0ines 

et d'un RNA ribosomal très stable. Yankofsky et Spiege1ma.n 

( 2 23) ddemontrant l'origine &nique du RNA ribosomal. Au point 

de vue fonctionnel, les riboeomes sont consid6rés comme les 

particules éldmentairea au niveau desquelles e'effeotue la 

Trmeportée sur Les lieux de synthèse, le8 acidee 

s m i n t h ,  poTt6~1 par leur tRNA sp4cifique, reconnaStraient leur 

position respective grace d l'anticodon de ce dernier (37,89 , 
3 00,101 ,2 0 1 ) , anticodon compl4men.t;aise dee triplets du 

mRNA uonstituent le code g8nétique. Après les travaux dee 

groupes de Nirenberg ( 1 47,14891 49) dP0choa (113 ) de Khorma 

( 1  9 6 ) .  l e  code génétique est maintenant bien détermint5. Wettstein 

et Nol1 (220) ont décrit les sites actifs du ribosome. La 

synthhse protdique débute par l'incorporatfon de la N-formyl 



méthionine formant ltextr&nité N-terminale de la molécule ( 1 ,  

216). quoique recemment, cette propriété ait ét4 attribuée 

l'alanine chea B. subtilis ( 9 1  ) .  Le début da la synthese exige 

un tRNA particulier à la mdthionine formyl8e et la présence 

d'un facteur d'initiation, l'extrêmité N-terminale parait en- 

euite éliminBe par l'action d'une ensyme prot4olytique (62,159, 

205). A partir du point dlinitiation,unique pour un opéron et 

proche de 110p4rat;eur selon Martin (131),on peut penser que le 

riboeome glisse le long du mRNA en lui restant attachd par 

18aminoacyl-tRNA engage B cet instant dane le ribosome (63, 

64,160,212 ) *  La synthèee de la yrotbine se fait donc dans le 

meme sens que celui de L'allongement de la chasne du ARNA (106, 

1 1 2 ,  202), e l l e  debute l'exlrêrnité N-terminale, chaque acide 

aminé étant incorgoré en liant son groupe amin& au groupe car- 

boxyl de l'acide amind incorporé avant lui, La schéma de la 

figure 1 résume fa synthese d'une chazne peptidique. 

Plusieurs ribosomes sont attachés sur le m&me brin 

de RNA, comme llonL montré R i c h  et Warmer ( 178,179,211). Ces 

structures qu'ils appellent polysomes furent confirmees ; on 

3ee rencontre dans l e s  rQticuluoytee ( 82,195,212,213 ) le foie 

de rat ( 1 29) l e s  cellules l leLa ( 168) et ches B .  c o l i  ( 64,107 ) . 
Les polyeomes peuvent gtre obtenus in vitro par addition d'un 

polynucl6otide aux riboeomes (12,200 ). En vivo,  il existe une 

bonne corrélation entre le nombre de polysomes et le taux de 





synthèse protêique (82,168 ) ,  bien que ce fait ne soit pas 

toujours vérifie? in vitro ( 1 1 2  ,128,17?). 

Cependant, malgr6 la présence du matériel gdnétique 

oorrespondant, Les moldcules eneymatique~ ne sont pas synthd- 

t iaées  au meme taux. 

C . LA W G U U T S D N  DE LA SYNTHESE DES ENZYI4ES 

La vitesse de synthèse d'une protéine déterminée 

n'est pas constante ; la synthèse eet donc régul4e par un m4cs- 

nisme qui réagit en fonction de l'environnement de la oellule 

et de son état physiologique. 

Un subetrat qui, par addition, augments le taux de 

synthèse d'une ensyme est appelé induc~tis~~r, inversement, un 

m4taboLite qui dhinue la formation d'une proté ine ,  est appel6 

répresseur. Bn 1946, Monod et  Audureau montrSrent que l'induction 

enaymatique, alors appelée adaptation enzymatique, B t a i t  sous 

contrôle génétique. Depuie, l'induction a ét6 partioulièrernent 

4tudiée sur l e  ~ ~ â t è r n e ~ - ~ a ~ a o t o e i d a c e  cl tE.  c o l i  par Cohn, Eionod, 

Jacob e t  Cohen-Basire (33,35,37,136,138). 

Elle correspond à la synthèse d'une protéine en5y- 

matique nouvelle ( 34,88,98,173,183 ) . Des gènee particuliers 



règlent lee ph4nomGnes d'induction, ce sont les gènes r&gulateura, 

ils sont distincts des &ne8 de structure qui sont placés soue 

Leur contr8le ( 98 ) ; cela est prouv8 par l'existence de mutants, 

sur le &ne de structure, qui eynthetisent une protéine dépourvue 

de propriétds enaymatiquee ; les aubetances qui induisent la for- 

mation de l'enzyme chea le t ype  sauvage, induisent de meme la 

syathise de la protéine modifide chel; le mutant ( 1 6 9 ) .  Lsinduction 

concerne souvent plusieurs enzymee dont les synthèees eont rbglQea 

d'une meulibre coordonnée à partir d'un groupe de g h e s  de struc- 

ture contrôl4 par un opdrateur, le tout constituant un op4ron. 

Le gène régulateur agissant au niveau de laop6rateur, par l'in- 

termédiaire d'un rdpraeseur qu'il faut distinguer du métabolite 

r6preeseur, contr8Xe la synthèse enaymatique en bloquant ou en 

ralentissant 1s transcrip%isn des geSnes de structure en mRNA. 

Bn prdsence d'un inducteur, le répresseur devient 

inactif et ln syathèse n lieu. Cette relation directe antre 

l'induction en5yma?;ique et ln synthaae d'un mRNA a ét4 démontrée 

lors de l'induotion en~ymatique de lap-galactosidase par dif- 

férents auteurs ( 7 , 8 , 8 4 ) -  

La répression ennymatique, qu'il faut différencier 

de la rdtro-inhibition, a étd mise en évidence par Monod et 

Cohen-Baziire (137) dans le eystbme tryptophane dl&. cou. ElLe 

obéit Q un mOcanismo essentiellement semblable B celui de l'in- 



ductian ensymatique mais dans ce syetème, le répreaseur, inactif 

par lui-marne, ne ri5prj.me le. syntkieee qu'en présence du métabolite 

répree~eur. Dans le cas présent, la synthèee de LR tryptophane 

synth&tsae, e s t  inhibée par le tryptophane. De marne, la eynthèse 

de la phosphatase alcallne est inhibde, eri présence dtortho- 

phoephate, chert A. co l i  (58,92,209 ) .  Nous avons reproduit Eiur 

La fi&-re 2 un schdma du mécanieme géndrd  de l'induction e-t; de 

la ripreesion selon Jacob et tdionod ( 98 ) . 
U n e  foie ltkyrpoth&ee du répreaseur udmice, l e a  

auteurs ont tent4 d'an d8terminer la nuture. Jusqutici hypo- 

thdtique ( 9 9  ), la nature prot6ique du represseur a 6th confirmée 

par G i l b e r t  ( 65 ) e t  tout récemment Rikenberg (1130) a ddmontrd 

que sa synlkt&se pouvait etre indtspendaslte de oelle d ' u n  RNA 

me~aager . 

II . LES SYSTELGS DE 3INTIiES"r: IS VITRO 

Les différente systbmes de synthèse in vitro ac- 

tuelLement connus ne réalisent pae toutee les Btapes de la 

synthèse protéique allant de la transcription du DNA $ la 

lib4ratian dtuls le m i l i e u  de l a  protéine. Cependant, 1'6- 

tude des diverses syntlzbses partielles r4ai~sQes in vitro h 

partir des systèmes que nous a l l o n e  deorire, a permis de dé- 
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terminer la chaIne complSte des réactions conduisant à lu eya- 

thèse prot4fque. 

L'activkté des premiers syct&mes de synthè~e pro- 

teigue in vitra, a Bt6 mise en évidence pax l'incorporation des 

acides aminde marguds dans les prot6ines totales. Ces r6aultsts 

ont d t 6  obtenus par Zsrnscnik et KelLler (229) avec des homogenats 

de foie de rat, par Littlefield (519)  avec ceux de tumeur asci- 

tique et par T i s n i & r e s ,  YchLeeaingar et G r o s  (206) avec des 

lyeats dl&. c o l i .  

A . LE SYYT%;iulE DE SYNTHZSE IN VITRO DE L'mj*iOGUjBINE 

La première ayn.th6se d'une protdine ddfinàe, a dttS 

réa1isFSe avec ce eysti~ne.  &II 1956, k'mh et Borsook (1 08) 

montrent que 3'hBmoglobine représente 8 5  p. 100 des protéines 

totales fiynthétiaées in vitro par des réticulocytes de lap5n. 

Rabirrovita et Olson (174) d6montrent qu'un ayatome contenant des 

microaomes de r6ticulacytea, incorpore du fer dans l'h6mogloSine. 

Schweet et cofl. (792) réalisent la smlh8su de l'hémoglobine à 

partir d'un système acelZulaire prépare dans les conditions 

suivantes : les réticulocytea de lapin eont lysée B l'aide 

d'une aofution hypotonique conten~nt du magndsium. Lee rnicroecmes 

px80vlennent du culot de centrifugation obtenu & 105.000 g, alors 

que le eurnagesnt p r d c i p i t é  à p H  5 fournira wl'enayrne pH 5 " .  



Ces deux fractions sont les composants de base du 

milieu r6actionnel. Elles peuvent avoir une origine différente $ 

on obtiendra par exemple la globine du lapin, en ajoutant ii  do^ 

ribosomes de réticulocytea de cobaye, la fraction ensyme pH5 du 

lapin  (186). Ce eyst&rne st5agit B uacs addition d'acide ribonu- 

cl6i~ue par une activation de la aynthèse ds lth8moglobine ( 1 6 9 ,  

110). D i n t r t i s  et Knopf ( 4 5 , 4 6  ) ont Btudié Ztanohaînement des 

peptidee de l'hémoglobine avec un systems analogue. Dans ces 

conditione, 1s taun de aynthèee du systeme atteint environ 

1 p .  100 de celui de la cellule vivante ; le marquage de la 

chasne au voisinage de l'acide aminé N-termina Otant presque 

nul, il semble que la synthhse de aovo soit %ras fa ib l e ,  et que 

la molécule d'hémoglobine syntheiia6e provisrule de l'achèvement 

de charnee p r é e ~ i e t ~ l e s .  

En 1 961 , Phtthaei et Nirenberg ( 1  34) mettent au 

point  am système de synthèse in v i t r o  8. partir d8extrai5s 

dfEscherichia co13. Lea  cellules sant broydss en présence d'a- 

lumine dans un tampon T r i s ,  contenant du m~gnBsium. A p r h  t ro io  

centrifugations B 30.OUO g, Le dernier surnageant est centrifugé 

Q 105.000 g ; le sediment obtenu correspond a u x  ribosomes. La 

synthase proteique r é d i s 4 e  par l e s  ribosomes à partir d'acidea 



aminés marquée, et en prdaence de RNA solublee(s~~~), est dé- 

pendante de l'addition de RîGA extraits des r5bosomes eux-marnes. 

C'est avec ce systerne que Eatthaei et Nirenberg 

(i 32,133,149) ont commencé le déchiffrage du code. 

- Plueieurs auteurs ont Qtudi6 la eynth&se des pro- 
td inee  de l 'enveloppe du bac-t;&rio;phlilge ( 47,145,163,184 ), par 

addition de WIA phagique a un systeme de ce type, alose que 

Mueller (142) dans le meme ordre d'id&@, a utilist- un système 

obtenu & part ir  d%homogénats &'embryon de poulet. 

- B o r n e r  et c0.U. ( 3 8 ) ont obtenu la synthhse d'une 

proteins vdg6tale, la globuli~e de la semence du paie, h partir 

d'un tel système. 

La synt1168e in vitro de la ~-g~lactosidase ti partir 

d'un eysteme acailulaire, a et4 déc r i t e  par Xamcyamu et Novelli  

( 50,102,103,16~. Ce syetèrne se prépare par la des truc t ion  B la 

"French prese" des cellules d'B. c o l i  préalablement induites. 

A p r & ~  é2imination des bact0ri .e~ intactes, X e  sum~agsant centri- 

fug6 30 min B 105 .O00 g, conduit au culot P3O.  Une oouvelle 

centsifugatian de 90 m i n  permet de recueillir l e  surnageant 2390. 

La synthbse de l'enayme, qui requiert de nombreux facteurs, ne 

peut ee faire que si los fractiane 230 et 890 proviennent de 



bactéries induites pour la p-gdcic*o~idti.ee, 11 semble que ce 

système contiendrait le mRNA nBcassaire & La synthSss ensyma- 

tique ou ~ ~ ' 3 3 .  achèverait, la dur&? de la synthb~e Qtant assez 

courte, les chaPnes cominenc4ea par l e s  bactgr ies .  

A partir de  technique^ similaires, divers auteurs 

ont réalis6 la synthese in vi-tro de protdinee ap8cifiquee : 

- Y u r a  et coP1. (226) ont réalis8 1s synthi3se In 

vitro de la tryptophw~e synth4tsse. 

- Whiteley et Oishl ( 221 ) ont effectue5 in vitro la 

synthhse de la phoaphatase alcalino,  yuie Oishi et colL. (164)  

ce l le  de l ' c c  amylase provenant da Bacil lus  subtilia, 

- KaLo et coL1, ( 1  05) ont obtenu in vitro la syn- 

thhoe de la toxine d iph t6 r ique  avec un système acel2uluire 

ayant pour origine des cellules de Corynebacterium diphterise 

cultivées dane IU: m i J i e u  pauvre en fer (1  6 5 ) .  

Les diverses mdthodee employées Ju~qu'ici pour l'ob- 

tention de ~ystèmee de synthèse in v i t r o  ont Xtinconvc5nient de 

detruire l'architecture ce2lulaire. AUBBL les sy~tèmee obtenus 

sont-ils tr&s pauvres en fragmsnts organisés qui sont vraisem- 

blablement le support des ayntheses spécifiques. Par contre La 

prtSparation désr i l e  par Nisman et c o n .  ( 17,154 ) , en frsg- 

men-tant la ce l lu l e  d'une maniare t r e s  ménagée, a le m é r i . C e  de 



conduire B un systeme douQ d'une forts  activité de aynthQse 

pour des protéines en~ymatiques. 

A ltorigine N i a m a n  fonde son systiime sur la trane- 

formation, en présence de pénicilline, des baotdriee en sphé- 

roplaates, et de leur Z y ~ e  en mi.l..ieu aqueux ( 1 50 , 1 5 1 ) 

&n 1958, il remplace l'eau par une subsLance tenaio- 

active peu drastique, l a  digitonine ( 1  5 ~ ) ~  L e  lysat obtenu, cen- 

trifuge B 25.000 g, conduit A un sddlment  qui ,  après lavages et 

homog0néisstions, donnera L a  fraction P1 eesentiellernent cons- 

tituck de membranes aytoplasmiques. Col~en et Nisrnan ( 31 ), en 

étudiant cette fraction par anslyse en gradient de denait6, on% 

montre qu'elle correspondait & une aesociatîon DNA-RNA-protéine. 

Incubée, la fraction 21 effectue la synthèse de la pho~phatase 

daa3ine ( 17 ) e t  de lap-galactosidase ( 153,q 56) .  Cette dernière 

s'effectue en prdsenoe d'un inducteur ei l a  fraction P1 provierit 

d'une ûouche inductible, maAs non induite, et en abaence d'in- 

ducteur ei la fraction Pl provient; d'une eouche conetitutive. 

Depuis l o r ~ ,  des systèmes assea procheo de celui de 

N i s m s s l  ont été utilisGa par divers auteurs* Hoors et COU.. (1 39) 

le prdperent B partir de sphdroplastes lyso5yme de Streptococcus 

faeoalis, en remplaçant la lyee par troie  psesages successifs à 



travers une seringue, le reste de la pr4paration Btnnt basé 

sur l e  mgme principe. Nagata et col3.. (1  43) emploient également 

le lyso~yme pour obtenir des nphéroglastes d t E .  c o l i  qu'ils 

eoumetten.t; ensuite & un choc osmotique. Ils obtiennent a i n s i  

un eyst&ms fomS de membranes cytoplasmiques auxquelles sont  

fixés des riboaomes. 

Pour notre  travail, nous avons u t i Z i s 6  le e r y e i t & m s  

de Nisman ; en effet,  l a  mdthode de prdparation permet d'ob- 

tenir des quantités importantes de materiel biologique très 

actif. 



WETHODBS ET TECHNIQUES 

Le méthode de base utilis6e pour la pr6para.t;ion de 

la fraotion Pl est celle de I V i s m a n  (1  57). Nous l'avons appl i -  

quée B l'étude de la phosphatase alcaline selon l e s  techniques 

décrites par Biehop ( 17 ) et Guillaume ( 71 ) . 
Cependant, nous avons précis6 un certain nombre da 

points de technique, et &tudi6 syat8nlatiquement des contr8le~ 

r6alisablea de La prt-paration : il s'agit particuli&rement de 

ha m i s e  au point de la numeration des sph6roplastea en milieu 

eolide, de lf8veluation des contaminations exogènes et de 

l'examen critique des prdpar~tions en microscopie 6lectronique. 
I 

Par silleure, nos meuiipulatione eont rdalisdee dms des condi- 

tions aseptique6 maximales. 

Dans ,ce chapitre, nous ddcrivons les teohniques et 

les  rn4thodee utilieées constamment dana ce travail, c'est-8-drre 



la préparation des fractions P l ,  leur contr8le et les conditions 

d'incubation pour los synthèses. 

Le8 techniques particulières à une expérimentation 

seront expos4es en meme temps que Ses résultats. 

1 . Souches bact8riennea 

Nous avons utilisé Xa souche 3. co3.i KI0 dérivée de 

ln souche K I 2  et principasment un mutant de cette souche exi- 

geant en arginine E. c o l i  Kt  O ~rL4 (P'R~ +R~*) . Los bacteries 

sont entretenues sur gélose nutritive. 

Les milieux de culture suivants ont &té employée : 

- Milieu MSB? ( 70 ) 

- Wilieu BPG ( 78 ) 

- Nilieu SP2 ( 17 ) 

- NiXieu 63 ( 32 1 

Les m i l i o ~ a x  liquides sont ensernencSs avec 1/100 de leur volume 



doune suspeneion bactOrienne dana l'eau phy~iologique, contenant 

8 1.10 gsrrnee par millilitre,provenant d'une culture fraZchs de 

18  hsuree s u r  nutritive. 

3 . Milieu uti l iat?  pour la nwndration des cellules viables 

Les cellules devant 6tre dénombrees sont, soit des 

bactéries, soit surtout  de^ sphéroplastes, cellules partioulib 

rement sensible@ au choc osmotique. Cultiv4ee en absence de 

p&nicilline, elles ont la propriété de reverser ver8 l a  forme 

bactérienne aveo comme conséquence, l'apparition de colonies 

numérablea . 
Notre connaieemce des sph4soplastes. acquise B 

la suite des nombreuses Gtudea que nous leur avons consacrées 

ces derni&rea a m d e s  ( 73,75,78 ), nous a aide dans le choix 

d'un milieu de culture qui leur soit  appropri6. 

Nous ~itilisons gour leur numération le milieu SY2 

contenant de la gélose (1  p .  100) du saccharoee (O, 51'4) e t  du 

magn4eium (1 , 5 . 10~*Pi )  . 
Lore de l'ensemencement, le suspension de ephéro- 

plastes est dilues dans le milieu Trie 2.1 o - ~ M ,  pH 7 ,3  , eec- 
charose O, 5M, lrig SO 1 ,5 -1 oo2iri. loue introduisons 0,1 ml de 4 



la dilution envisagde dane 25 ml de milieu de ouïture maintenu 

à 40°C.  Le tout est homog6n6isê durant S seconde6 au *Rotamixerw 

avant dlQtre cou16 en boita de Petri. 

Dans ces conditions, la reversion a lieu au se ln  

mame de la gélose et la lyse est nettement moina importante 

que celle observ6e pour la m8me aulture rdaiirsde en surfaae~ 

(tableau XVII ). Les colonies sont numi5réea après un s 6 j o u ~  

de 48 heures B 30°C. 

Les num6ratione baat6riennee eont faitee aoeo Sa 

mame milieu, mais les dilutions sont plue importantes et lean- 

semencement s'effectue directement en boite de Petri, par L'di- 

talement en surface de 0,l ml de la dilution conaid6rde. &@ 

shjour B 30°C est rdduit à 24 heurae. 

" 
4 . Obtention du mutant E. aoli Arn 4 

B .  coli K I 0  est cultivé eous agitation, dane 20 nil 

de nilieu 63 glucos6 (0.8 p, 100) additionn6 de vitgrnine BI 

(0,0002 p ,  100) durant 18 heures Q SO°C.  A p r b  centrifugation 

le culot est repris dans du milieu 63 dilué 20 f o i s ,  de façon 

pue la deneit4 optique (DO) de cette euepension mesurde Q 

6t 0 mp soit de O,? . Cette suspension an boite de Petri, sou& 



une épaisseur de 2 mm est exposde durant 20 secondes au .rayon- 

nement d'une lampe B ultra-violets, placde B 13 cm ( ~ e n e r a l  

Electxic Germicidsl 4 w). Les manipulations sont effectuées 

en ohambre noireafin d'empêcher l'effet réactivateur de la 

A 20 m l  de milieu 63 additionné'de gluooee, de 

vitamine 331 et d'arginine (0,004 p. 100) on ajoute 1 ml de 

la suepension soumise aux U V ,  On centrifuge, après culture 

d'une nuit, soue agitation, & 30°C. Le culot eet lavé deux 

fois dans du milieu 63 dilué au 1/20. Puia finalement sua- 

pendu dans du milieu 63 glucos6 et vitaminé BI, de façon à 

avoir une DO 610 de 0,05. Le tout est remis en culture 

agitee B 3 7 O C .  Lor~que l a  DO 610 de la culture a doubl6, on 

aJoute 2000 unités de p É z ~ i u L I L l n s  par mL de milieu et l'on 

continue l'agitation B 37OC pendant 3 heures* A ce moment, 

difiPrentee priees d 'essai sont respectivement diludes B IO-' , 
1 oœ2, 1 et 1 0-4 dana du milieu 63 su 1/20. Chaque dilution 

s e r C  B ensemencer cinq boites de milieu 63 complet gdloed B 

1 ,5 p. 100 . Après 48 heures de culture B 37OC, chaque boite 

es t  repïiquée au velours sur milieu 63 complet gBLoeé, mais 

prive d ' arginine . 
A p r h  48 heures, seules les colonies qui se sont 

dévelopgdes sur le milieu contenant de ltarginine sont pr8levéee, 



Un nouveau passage sur les deux types de milieu permet d'ieoler 

le mutant recherch6. 

Parmi l e s  différents mutanta obtenue, nous avons 

e8lectionné la souche dont la transformation en eph6rogXaetes, 

soue l'action de la pénicilline se fait avec le meilleur ren- 

dement ( 3 .  coli KI û lrgo4). 

5 4 Obt~ntion dee sriht5ro~Xaertee et ~reaaration de la fraction Pl 

Lors des numératione aur boites, effectuees systd- 

matiquement au coure de nos prsmi&res prdparatioas 21, nous 

avione oonetaté la pr6ieence de nombreusee contaminations bao- 

t6riennes. Ceci nous a ansné il r6alisex aussi sterilement que 

possible la preparation du 21. Toutea les solutions et tous 

l e s  récipients sont st6rilis6s su préalable ; seules les solu- 

tions de pgniciliine et de digitonine ne eont pas autoclavées. 

Lee baotdries sont cultivées dans le milieu BPO 

pendant 16 heuree à 30°C soumie A une agitaeion méoanique. On 

en dilue une partie aiiquote 8. 1000 ml.aveo du milieu SP2 

glucosé B 4 p. 100, et préalablement port6 B 30°C, de sorte 

que la DO 61 0 soit de O,? . Le tout est remis en incubation d a e  

les marne6 oonditione. 



Lorsque la a0 610 atteint 0.5, on ajoute au m i l i e u  

de cdture 15 ml d'une eolution de glucose 8, 40 p .  100, 9.t 

350 Dtil du m6lange contenant pour 1000 m l  de saocharose 24, 

6 50 ml de Mg S O 4  M, et 6.10 uni tbs  de pBnicilLina. La trans- 
' 

formation des bac% 6ries en sphdroglaetes est he~bituallement 

totsle 2 heureta aprèe lioddition de la p4nicilline ; elle est 

contr816e par ltexsmen au microscope en contracte de phase. 

A partir de ce moment, toutes les manipulstione 

eont effectudes entre O 0  et 2OC. 

Les sphéroplastes sont centrifugde 15 min & 6000 g 

(~orvall couronria GSA) et lavés deux foie avec J.0 milieu 1 r 

Saccharose 

Mg S04 

Tris 

PBnicilline 

0,5 

1 ,5.1oV231 

2.10-*M, pz 7 . 3  

2000 unft6e par m l  

La mesure de, l a  densité optique B 610 rnp de la euepension du 

culot de sph4roplastee dans 60 ml de milieu 1, va nous domer 

le v ~ l w n e  finaï de la prdparation Pl t 

On amène les 60 ml de la euepension de r~phéropîastes 

& 100 ml avec 40 ml d'une aolution de digitonine B 2,s p. 100 

pr4aleblement dissoute par Qbullltion dans le milieu 1, et re- 



froidie à O°C. Dssns cier%aLns cas, nous avons remplace la d i g i -  

tonine par l e  Brij 58 b, la même caaaenlration. La préparation 

est plaade sur un agitateur magndtiqus rcSg lB  B traa faible 

vitesse, la lyse se poursuit en g4ndral durant une heure. 

E l l e  est contrblée p e s  1s mesure de la DO à 610 m p  , 
par daa num8rations rBalLiigBes d'une part en .cellule de Thoma, 

d'autre part, selon la methode que nous avons pr8c4detrsient 

dderite. 

Ora ajoute au lysat obtenu O,50 g de bentonite et 

on aentrifuge le tout durant 15 min B 27000 g (couronne SorvaU. 

SS-34). Le sédiment est lavé deux fois par centrifugation dans 

le milieu 1 avant dt&tre repris et homog4néis4 d w e  le mQme 

milieu pas aspirations et refouLements sucoessifs dans une 

pipette dont l'embout est r5çourt8, Les fragmente non homogd- 

ndie6s mont éliminds par une dernihre centrifugation de 4 min 

B 500 g. La prBparatSen Pl ainrsi obtenue conserve intacte eon 

aotivit4 biosynth6Lisante pour la phosphatase alualine durant 

oinq jours & O°C. Le tableau 1 rtsisumet la methode de prdparation 

du YI. 

a / VQrification de la psrsistancie de l'exigence en argi- 



Bactéries 

Dilution dans m i l i e l x  Sf 2 
Addition de génieilXine 
Centrifugation a 6000 g 

i 
surnageant SphBroplaa tes 
(re jet61 

3 lavages avec milieu I 
lyse en présence de digi tonine  

I 

Lrsat t o t a l  

1 centrifugation ii 27000 g, 15 min 

Surnageant SI c~aot 
(sert ù. la 
préparation de 
riboaornes ) ' 2 lavages avec milieu I 

par centrifugation & 27000 g 
(surnageante rejet&) 

culot lavé 

/ Mise en suspension par 
f pipotages dans un volume / detemin4 de milieu 1, 

Centrifugation 400 g 
r- 7 

c u l o t  
(re jet61 Prdpar?t t  ion P"r 

-===^==--====== 



nine de l a  ~~ouche  Et.  coli K l  O ~ r g - 4 .  

Cette verification est s6&lis&e sur ohaque culture 

avant ut i lbat ion  pour l a  preparation du P l .  I l  fallait donc 

u t i l i s er  un tes t  s i m p l e  et rapide. 

Nous employons l e  milieu aynthétique 1BB1 gelos4 

à 1,5 p.  1 0 0  dont L'unique source dtartote est l e  sulfate d ' a -  

monium. Le prélhvement bactérien effectue sur la culture en 

m i l i e u  BPG est  dilue A 1 /200 avec du tampon Tris 1 O-*M pH 7 . 3 .  

Deux boites de Petri sont eneemencdse par btalement en surface 

de U , l  m l  de l a  dilution. Noue déposons sur l'une d'e l les  un 

disque de papier  f i l t r e  impr8gn4 d'une soLution d'arginine B 

2 p, 100. AprSs 48 h d e  séjour $ Lfétuve 8. 3OOC, l a  culture 

ne doit se d8velopper que sxr la bolte oh se trouve l e  disque, 

b / Les meeures de La densitt? optique au cours de l a  Lyse 

Elles permettent de suivre L'évolution de l a  lyse 

d e s  sphéroplastee. Lee pr&lèvernents, effeatuOe d&s le départ 

B des intemallea de tempe r6guLierû. sont Zua B 610 rnv 
(~peatro~hatomi3trs prolabo) s p r k s  dilution au 1/100 dms l e  

milieu 1, Une Btude d é t a i l l 4 e  de la lyae ee t  r6aliaée dans l e  

troisième chapitre, 



c / Les numérations 

E l l e e  aont exprimées sauf mention contraire, en 

nombre do germes contenue dans 1 l i tre  de milieu SP2 imm4- 

diatament avant l'addition de la pénicilline. 

- L e s  num6r&tions optiques sont ePfectuQes & l'aide 

de la ce31UP.e de Thoma, aux diff&rents stades de La prépara- 

t i on  du Pl. Elles donnent donc t 

le nombre de bacteries initial ( 3~2) 

le nombre de ephéroplaetes en fin de transformation 

le nombre de sph6roplastes après l e s  deux lavages 

le nombre da sph4roplastes après la lyse 

le nombre de sphéroplaetes dane la préparation teminée. 

- L e s  numérations uea cellules viables sont r8àlisées 

& p a r t i r  dea mhmes pxél&vernentfi, Nous discutons dans le 

chapitre XII des averilages respectifs des deux méthodes, les 

résultats obtenus sont consj.gnés dane le tableau X. 

Mais de p l u s ,  la numération des cellules viables 

permet de déceler lors du comptage Isa con+aminationa bacté- 

riennes. C k s t  à l'occasion de ce type de num6ration que nous 

nous sommes aperçu que certaines préparations contenaient des 

Bacillaoeae. Ce fait nous a amen4 rZ travsl2Ler ensuite s t d r i -  

Lement avec comme conséquence, l'élimination de toute conta- 

mination. Un au t re  contrôle de contamination eet efîectu6 à. 



la fin de l'incubation dans le milieu de synthése, comme noue 

le verrons glus loin. 

d / Contrale optique 

Il consis.ke en X'obrservation au microscope en 

contraste de phase des d i f f d r e n t s  échantillons. fL permet de 

suivre l'évolution de la praparation et d'y remédier i m é -  

distement ei nécessaire. 

Nous avons reproduit sur la planche f deux aspects 

de la prdparation du P l .  

La première photographie représente des sphéro- 

plastee en fin de trmafomation. Le saocharose et le magné- 

sium ajoutés au r n i l i e u  SP2 les ont pr6sorvés de la lyse. 

Sur la deuxieme, nous observons un échantillon 

de la pr4paration 21 elle-rnbme. Elle est constituée d'un amaa 

de petites particules provenant de la lyse des sphéroplastes ; 

cependant, certains d'entre eux, au lieu de se fragmenter sous 

l'action de la digitonine ao sont vides de leur contenu ceïlu- 

laire tout en i=onserva;n.t; leur f o r m e  sphérique. Ces 'LPant8mesW 

ou "ghosts" indiquds par les flèches, donnent par comparcliioon 

une idée de la taille des particules qui conetituent le P? . 



8 / Contr6le en microscopie klectronique 

Il est dvident que ces controlee ne peuvent Qtre 

rdalis6e pour toutes les pr6perations du 91. Nous avons cons- 

taté que les images obtenues sont parfaitement reproductibles 

et noua ne contrôlons l'aspect des particules que lorsque lee 

propriét8s de bioeynthdse du Pl changent une série de 

préparations (par exemple eynthbae anormalemeat faible ou 

Blev4r de phosphatase alcdine ) . 
Nous avons raesemblé sur la planahe ' 2  lee images 

obtenuea en microscopie électronique au cours d'une prdparation 

de P l .  

La première eet une préparation de bacteriee en 

cours de transformation dans la milieu SI2 rendu hypertoin~que 

et contenant de la p6nic i l l ine .  11 faut remarquer l'aspect ca- 

ractéristique "en treilles de lapinn de la cellule eituée au 

centre de la photagraphie. 

La deuxième noue montre un sphéroplaete entiarement 

tranaformtS. On constate qu'il est limite par deux enveloppes ; 

la plus externe oorrespond 4% la  paroi devenue plastique, et la 

plus interne B la membrane cytoplasmique. Quant B l'appareil 

nuclbaire, il forme des plages claires, rt5partiee au milieu 

d'un materiel cytoplasmique asse% dense. 



La troieieme photographie eet oelle d'un ephdro- 

plaste qui ee lyse soue l'action de la digitonine. Les ames 

de riboaornes commencent à se diapereer et les filaments de DNA 

maintiennent encore une certaine coh4eion structurale. Les 

fragments de paroie et de membranes sont encore asaes impor- 

tants, l'aation de la digitonine va se poursuivre en lee m o r  

celant davantage. 

La derniare preparation reprdeente les particule6 Pl  

proprement ditee. Parois et membrane6 l i b r e s  ee sont enrouldee 

sur elles-mQmee, dtoiî la forme ophériqrro plue ou moins fermée 

acquiee par les particules. 

Lorsque l'enveloppe sphérique est unique, ribosomes 

et DNA e ' y  accoleat du c6tB externe, par contre lorequlelle ap- 

paraît double, ribosomes et DNA disparaiseent, m a i s  une certaine 

etruoture organle6e pourrait peut B t r e  s'établir entre les deux 

enveZoppes (fl8ohe) . 

7 . Conditions d'incubation néceeüairee à La eimthbee de la 

oeohatwe aï- 

Le mt5lange d'incuba?;ion est campoet5 d'un m é l a n g e  

etook, dont Lee cornpoeaats et leur concentration ne varient 

que dans certaine cas déterminée. A ce melange de baee peuvent 



c'ajouter diverses eolutions ; c'est en jouant sur leur eoncen- 

tration qu'il est poesible he créer les conditions ad4quatee 

n6osesaires B certaines exp6riencss particuli&ree. 

a / Composition du mélange de base 

Il .est oompos4 de telle sorte que sa ooncentration 

finale soit : 

- Tampon Ckris pH 7,3 2 . 1 0 ~ ~ ~  

- Mélange d'acides amin46 5,2.10~% 

- Pênâeil7.line 10000 unit6s/ml 

- Glucose 6.1 O - ~ M  

- Car Cl2 1,2.10-~11 

- Sacoharoee 2 .l 0-'M 

- 3x1 1 .l ov2~l 

Le mélange d'acides aminée de la série L est réa- 

l f s d  dane les propartione des constituants de la phosphstaae 

aloalinar. La concentration en acides amin6s est la suivmte 

(pol./oi~) 2 

-49 7.5 Néthionine 2 50 

Ar-8 0.29 Phénylalanine 4.20 

Aoide aagartique 1 1.3 Proline 6 

b i d e  glutamique 10,3 Serine 692 

G l y w w d i e  14,5 ~hr6ond.m 11,6 



Histidine 

Leucine 

Isoleucine 

Lyeine 

Tryptophane 

Tyrosine 

Vaiine 

Glutamine 

Asparagine 

La concentratioa d'arginine, initialement vingt 

foie plue élevde, a Bté abaissée sauf mention contraire, & 

0.29 praole/ml afin d ' augmenter 1' incorporation d 'orginin. ' 4~ 

dans les proteines synthetieees par la fraction Pl ; cela, 

eane qu'auoune diminution de. la quantite de phosphatase el- 

ualine eynth6tisBe soit observable dans nos conditions expd- 

rimentalee . 

Le melange d'incubation definitif est formé eelon 

les proportions suivantes : 

Fraction P1 400 à 900 pg de proteines soue 0,3 ml 

hilieu 1 0.3 mi 

Melange de base 1 ml 

Mg so4 1 *~O-'M 092 m l  

(.oit une ooncentra+ion finale de 1.1 O-**) 

0 , 2  ml Eau dietillée 

On incube stérilement le mdlange & 30°C dena des 



tubes B ranison de 0.25 ml par système. On effectue lee dosagee 

de la phoephataee d a a l i n e  directement dane les tubee 013 toute 

synthèse ultérieure de protéines a é t 6  bloquée par l'addition 

de 400 p g / m l  de ~hloramphdnicol (CAL). 

Noue avons rassemblé, dam le tableau II, B titre 

indicatif, les aotivitds phoephatasiques contenu- dans d i f f 6 -  

rents eystemes après 7 heures d'incubation t3 30°C.  Remarquons 

que l'addition des différents nucléooides triphosphates au 

milieu reactionnel exerce dans nos conditions expdrimentalea 

up effet inhibiteur sur la synthèse de la phosphatase aïcaïine ; 

nous les avons eupprirnés,pour cette raison, du melange d'incu- 

bation. 

Le contrôle bact6riologique réalis6 tout au loag 

de la prtjpsration du Pl se termiene i c i  en vdr i f iaa t  qu'en fPn 

d'incubation le milieu est exempt de toute  oontamination bsc- 

térienne. 

Le prélèvement {0,05 m l )  est directement 4ta lé  eur 

bo i te  de P e t r i .  Ea lecture ae fait aprèa 24 h B 118tuve B 3 0 ° C .  

11 est r&&Lisé selon une variante de La technique 

d6orite  par Garen et Levinthaï ( 6 0 ) . Le substrat employd au 



TABLEAU II 

Unités de phosphatase alcaline synthétisée apres 7 h d'in- 

cubation & 3 0 ° C .  La fraction Pl utili~ée a é t B  prdparde B 

partir de la souche B. ooli K I 0  ~r&-4 (*). 

L'unité d'enayms est definie comme l'activit4 qui libere B 

9 0 ° C  une mpmole de p-nitrophénol par heure. 

S y s t h m e  complet 

Système sans acides aminBs 

S y s t è m e  sans arginine 

SystPme sans calcium 

S y s t A m e  saas glucose 

B y s t b m e  sans magnésium 

S y a t h m e  avec ATP, CTP, 

GTP, UTP 2.1 O - ~ M  chaque 

Unités 

496 

9.6 

6,4  

1 23 

145 

247 

Taux de 
synthèse 

(*) Sauf mention contraire les expériences decritee su 
cours de ce travail sont effectuéeo à partir de la 
souche E. coli Kf O ~ r ~ - 4 .  



cours du dosage est le p-nitrophenyl-phosphate* 

Le mélange d'incubation (0,25 m l )  est dilu6 avec 

0,25 m i  de tampon Tris M p H  8. Le tout est place au bain-marie 

ir 30°C.  Au temps a6r0, on ajoute 0.25 m i  de solution de g-nitro- 

phényl-phoephate à IO rng par ml dans du tampon Tris M pH 8, 

~ 0 ~ '  1 o-~M. zoeraaptoBthanol 3 o-~M. A p r b  un tempe d ' incubation 
B 30°C, exactement mesur8, la rdsation est a r r g t d e  par addition 

de 1 , 5 ml de tampon phosphate de potassium M Q pH 8 oontenant 

de 18BDTA 1 o-*M. La liberetion de p-nitrcph6nol est mesurde 

au spectrophotomè+re B 410 rnp. Une unit4 d'ensyme correepond 

& lfsotivit& libdr-t dans ces aonditions 1 mpole de p-nitro- 

phénol en une heure. L1aotivit6 emymatique eet l i n d a i r e  en 

fonotion du tempe d'incubation et de la aonoentration en enayme. 

9 . 1naornoration.des a ~ i d € $ ~  aminés maraués-dane les vrotdines 

O 

L'introduction d'un acide amine marque dane le m8- 

lange d'incubation permet d86tudier llincorgoration de cet acide 

amine dans les proteines, totales. 

Noue avone employ4 la L arginins I4c (CM, 

93.5 mCi/mmole) & raison de 7 mCi/uunole J la L ly~ine (CEA, 

93,7 rnCi/mmole) & raieon de 1 ,5  r n ~ i / m m o l e  ou de 30 m~i/mmole ; 

et 1. L nethionine-nethyl (CEA. 10.8 rn~i/imnole) & rai~on 



Les prélévements (0,25 ml) sont precipltés & froid 

par l'acide trichloracétique (TCA) 5 p. 100 et conservés une 

nuit en chambre froide. 

Dans des cas p r E c i s  les %RNA sont é l i m i n 8 s  en 

portant les échantilLons 5 min à 100°C. On procède ensuite 

selon la technique habituelle : 

AprSs addition de 0,25 mg de sérum albumine comme 

entraîneur, les  précipités sont lfivés cinq fois B froid par 

centrifugation et resuspelision successives dans Le TCA 

5 p. 100. Le précipit6 repris par 1 m l  de MI OH 1 PJ est neu- 4 

tralieé par l'acide acétique 5 N en présence d'iine goutte 

d'un mélange de bleu de mQthyle et de rouge neutre au 1/200. 

On ajoute î m3. d'une solution de chlorhydrate 

d'hydrox;)tlarnine 2M à pH 7 et on laisse reposer pendunt 1 h 

à la temperature du laboratoire. (ce traitement rend non pré- 

cipitable par les acides La radioactivité fixée sous forme non 

protéique). Apr&e addrtion de 2.5 m l  de TCA à 20 p. 100, les 

pr6cipités sont dissous dans l'ammoniaque 1 N et La radio- 

activité eût mesurée à l'aide à t ~ n  compteur Tracerlab. 



IO . Dosa~e des ~ r o t é i n e ~  

Le dosage des protéines de la préparation Pl e s t  

r&&LisB aelon l a  méthode de Lowry et 0011. (1 20) en prenant 

comme rafdrence la s8rum-albumine de boeuf cristailisée. 

11 . Dosage des acidse nucléiauee 

Le DNA est doed par l a  mé.t;hode de Dieche modifiée 

par Burton ( 24 ) et le RNA par la méthode B L'orcinol de 

Nejbawn (135) en prenant respectivement comme réf4rsnce 10 DNA 

de sperme de saumon et le riboee. 



PRODUXTS UTILXSES 

S e l s  mindraux Prolabo 

D i f  CO 

Bxtrsit de levure Dif CO 

Bxtrait de viande Liebig  

Peptone D i f  co 

Prot4oe.e wptoae Dif oo 

Dif co 

L Amino-acidee 
(sauf DL Aopastique) 

K u h l m a n n  et the 
British Drug Houses Ltd. 
(anaisr ) 

Nutritional. Bioohemioals 
Corporation et Sigma 

-IJIercoptoéthanol Prolabo 

Sel tétrasodique de l'acide 
éthyl&nediamine t6tsaec6tique 

Nutritional Bioohemicale 
Corporation 

Trie (hydroxyrn4thyl) aminométhane British Dsug Eiouees L t d .  

Digit onine Prolabo 

BxSj 58 r polyoxythylène-(20)-cethyl-ether A t l a s  chernical 
industriee 



AdtSnoeine- 5 ' -triphoephete sel diaodique) 
Cytidine-5 *-triphosphate t sel de eodium) 
Guanosine-5 @ -triphosphate (sel de sodium) 
Uridine-5 '-triphoephate (sel trisodique) 

Actinomycine D ( Y )  

Chloramph6niaol 

Pusomycine (dichlorhydrate ) 

Spdcilline-G 

DéeoxyribonuclBase (etock No DN-C) 

RibonualBaae ( type 1-A) 

Acide déeoxyribonuol6ique (type III) 

p-Ni tro~hdnyl-phosphate (sel diaodique) 

Sigma 

Merok & Co, Inc.. 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

3ime , 

Sigma 

Hooh L i g h t  
Lsbora'toriee 

Sigma 

W a n n  Reeearch 
Laboratories 

(*) Noue remeroions le docteur John S. Tsoumertie, Aesistant 
Direotor, kerck & Co, Inc. gui noua s proourd t r d s  aima- 
blement de l'actiaomycine D. 



ETUDE DESCRLPTIVE DE3 PKASBS DE LA SYNTEiBSE 

DE LA 2HOSPI-IATASE ALCALINE 

PAR LA 3RACTION PI D'E. COLI 

Lorague la f r ~ t c  tion Pl est inoubde dane les oon- 

ditions exp4rimentd.e~ proc4dement d4orites, l'aetSvit4 gkon- 

phatrsique ne aommence à se manifester qu'apree une phase do 

latenoe ~ e e e s  importante. 

Dene oe chapitre, nous 4tudione la ainétique de 

l*aetivit4 enniymatique et noue recherahone par une étude eta- 

ti~tique e1il est porsible de cronsiddrer l a  phase de letencm 

cromme un ph4nom&ne reproductible. 

lhsuite, noue discutons de# faoteure prinoipaux 

pouvant intervenir dans cette phase, pour retenir deux d'entre 

eux, qui ereront l'objet des t r a m  relatde dsne les ohapitres 

suivanta. 



X . APPARITION DE L'ACTIVITE PWOSPXATASIQUE EN FONCTION DQ 

TEMPS D'INCUBATION 

La oourbe de l'acstivité phosphataaique en fonction 

du temps d'inoubation d'une preparation Pl eet oon~rtituie de 

t rof  s phasses (figure 3 ) .  Au ooure de l a  premihre ,  auaune aug- 

mentation notable de l ' a c t i v i t d  enliymatique daae l e  milieu 

d'inoubation ne peut otre m i s e  en 6videncr8, o'eat l a  phaee 

de latenae. 

Au oourer de l a  eeoonde gui crorreepond B la eynthaas 

proprement d i t e ,  on constate un accroissement l inde ire  de l'ao- 

t iv i t6  phosphatasique en fonation du temps, e'eet 1s phase de 

synthaae B taux conetant ; sur l a  figure 3 ,  on remarque qu'elle 

est parfois  su iv ie ,  dans nos conditions exp8rimantales, d'une 

Notons dBs B ps6erent L'imports~noe de 1s phase do 

latenoe qui doit 8 tre  oonsid4rde comme une phaee prdparatoire. 

Son Btude peut nous donner des  indications precieuees sur le 

mdoanisme de 1s syntheae protdique e t  plus portiouli&rement 

sur oe l l e  de l a  phosphatsee. 



Courbe de l'activité phosphatasique en fonction 
du tempe d'incubation d'une preparation Pl. 

T 

unites PA 

100 

. 50 

temps d'incu- 
bation en h . . 1 L L 



A . LA EXASE DE LATENCE 

Sur la figure 4, nous comparons le8 courbes d'ac- 

tivite phoephstaeigue donn4ea par des Y1 C ~ O ~ B ~ S  pour la di- 

veralté de leur phase de latence ; l'allure générale de ces 

oourbes est identique. Cependant, selon la prbparation uti- 

lisde, 1s synLhi3se ne commence qu'apras deux heures, tro is  

heures trente ou cinq heuree d'incubation. La durée de la 

phase de Latence, quoique toujours importante, est donc va- 

riable, elle dépeAd vraisemblablement de la nature des pré- 

parations Pl gui sont cependant r~Salisécr~, autant que cela 

est possible, dan6 des conditions expérimentales identiques. 

Il faut admettre que certaine facteurs physiquee ou chimiques 

intervenant dans la aynthése nous sont incornus ; l'hypothèse 

la plus vraieemblable est que l'btat physiologique des sphdro- 

plastes au moment de leur lyse est à l'origine des différences 

obeerdes . 
Pour ps6ciser dans quelles limites peut varier la 

durée de la phase de latence, nous avons détermin6 le temps 

de latenoa de 73  préparation^ Pl precédant la synthése de la 

phosphatase alcaline. La distribution de frdquences en résul- 

tant, nous s peraia de rédiser l'histogramme reprdsenté sur 

la figure 5. L1intervaii.e de classe utilisé eat de 30 minutes. 

Les limites rselles des olasses ont é t B  choisies de telle 



Variation de la durde de la phaee de latence 
pour dif férentee priparations Pl . 

J 

unites PA 

, 1 0 0  

p 50 

$ 
1 8 * 

O 
1 

. 1  
5 8 

2 3 4 temps d ' incu- 
bation en h 

Histogramme obtenu B partir des temps de latence 
de 73 pr6parations Pl . 

tence en h 



sorte qu'elle6 ne coinaident pam avec une valeur poeeible du 

%saper de latenoe. Nous remequone que, dans la majoritd dee 

ooe, la durde de La phese de latenoe est de 3 h ou de 3 h 30 m i n ,  

la moyenne de la distribution de frequence Btant de 3 b 19 min. 

B . PHAEIE DE SYNTHBSE A TAUX CONSTA,N!f! 

k a n t  crette p u e ,  le synthase de la phosphatsee 

d c d i n e  etauamPt linéairement en fonation du tempe. La pente 

de la dro i te  obtenue nous a paru Btre une mesure eonvenabla du 

taux de synthdeta puisqulelle demeure oonstante durant plu~ ieurs  

heuree . 
Le taux de syntheee est defini par la tangente de 

l'eurgle rn r il eet Bgal au nombre B ' u n i t B s  de phosphatase a;L- 

aaline synthdtie6e par w i t 4  de t e m p s  et remend B une ooneen- 

trstion d d t e m i n d e  en grotdinee pastiaulairee ; l'unit6 de 

temps e s t  l'heure et l a  conoentration grot6ique est donne9 

sn mg pour t a n  volume dtinaubation da 0.25 m l .  Par exemple, 

Ise oourbae ( 1 )  et (2) de lo figure 6 auront aomme taux de 

taux ( 1 )  = 
p r o  teines .CG 

Il nous semble que Le taux de srynthase donne une 



Ddtemlnation du taux de synthèee de la phosphatase alcaline : 
défini. par la tangente de lrtlnglep( il est Qgal au nombre d'u- 
n i t & ~  de PA synthétisbe par unit4 de tempe et ramene B la con- 
centration proteique expr imds  en mg pour 0,25 ml d'incubation. 

O 1 2 3 4 t e m p s  d'incu- 
bation en h 



évaluation convenable de l'activité dea prdparation~ Pl ; en 

effet, noua avons montré que l'angle ôt est, dans certaines 

limites, proportionnel à la concentration en pratdines pour 

une prdpartction Y1 donr~ée. 

C'est ce qui ressort de lr6tude d e s  figures 7 et 8. 

Pour une marne préparation Y I ,  Ta synthèae est setîsiblement: 

proportionnelle B 1s concentration en particiJ.ss, donc le 

taux de synthese est  conetartt. Cependarit, pour des concen- 

trations extr&mes, systèmes (1 ) et ( 4 )  de 1 'expérience 7 91 0 

du tableau III, Le taux de synthèse diminue. Lorsque les 

concentrations en Pl sont élevées, l a  synthèse de  moldcules 

protéiques antsrieure B celle de la phosphatase, pourrait 

provoquer l'épuieement du milieu en constituants indispen- 

sables. Cela provoquertrit une diminu-t;ion, en valeur relative, 

d e  la aynthèse d e  L a  phosphatase alcd.ine. A ltoppos6, 1 'emploi 

de f a i b l e s  concen.trationc aboutit ci;gdernerlt au mQme rBsultat : 

on peut penser que l e s  chances de rer.ct,ntre des molGcules et 

des particules qui entrent en jeu durant la synthèse diminuent 

considér~blement. 

La  phase A taux coristant est suivie d'une phase 

dfarr%t de la eynthèse ; cette phase n'apparazt pas systSma- 

tiquement au coure des incubations. Dans les cas positifs, 

elle eût caxact8rlst5e soit par un fléchissement, s o i t  par un 

arr&t t o t a l  de l a  eynth&se, cons8quence v$nisemblable d'un 



Cinetiques de llaativitd phosphatasique obtenues par 
àivereee ooacenlsration~ d'une meme préparation Pl. On observe 
une proportionnalit6 entre leactivit& et la concentration en 
particules du milieu d'incubation. 

(1 ) 0,30 ml de Y1 pour 2 ml de m61mge d 'incubation 

(2) 0.15 ml da Pl pour 2 ml de méLange d'incubation 

( 3 )  0,10 ml de Pl pour 2 ml  de melange d8incuba.tion 



O 1 2 3 4 5 tempe d* incu- 
bation en h 

(1  ) O,  9 ml de Pl gour 2 ml de mélange dlincubation 
2) 0.6 ml de I)? pour 2 ml de mélange d'incubation 
3) 0,3 ml de Pl pour 2 ml de mt?lan'ge d'incubation 
4)  0 , O S m L  de Pl  pour 2 ml de m6lange d'incubation 

Pour faciliter la représentation, l e s  activitde 
relativea & La courbe (4) sont multiplides par 3 .  



TABLEAU 311 

Taux de synthèse en fonction de la concentration en 
proteines du milieu d'lncubstion 

Expdrience 171 0 
Lee aouxbes corree- 

gondanles sont celles 
de la figure 7 

v, 

Zxpdrience 1 91 0 
Les courbes corree- 
pondantee sont celles 

de la figure 8 

3ya- 
t'mec 

mg de prot. 
pour 0,25 m l  
d incubation 

- 

taux 
de 

eynthese 

mg de pro-t;. 
pour 0,25 ml 
d'inoubation 

(1 1 0,09 

taux 
de 

synthèee 
m .  

222 0,292 

1 

1 Ci? 

190 

i 
0,195 ( 2 )  0, O45 

(3  0,03 

220 

23 3 0,097 

i 
( 4 )  - 

1 94 

- 0,016 

1 
125 



Bpuieement du syst&me ou de son autodestruction. 

C . RAPPORT BNTRE LA PHASE DE: LATENCE ET L3. TAVX 

SYETHESE 

Les courbes des figure@ 7 et 8 montrent que les 

variations des ooncentrations en Pl des syst&mes n'influent 

pas sur la durde de L a  phase de latence excepte dans un cas : 

o'est celui qui correspond, sur Ta figure 8, Q la plus faible 

concentration en FI , (courbe 4) ; eZLe est dans ces conditions, 

prolongBe d'une heure. Cependan*, cette concentration s i x  à 

dix f o i s  infBrieure à la uoncentrat~on habituelle, provoque 

des conditions d'incubation anormales, comme nous l'avons vu 

précéderment. 

Quoiqu'il en soit, nous avons recherché s'il y 

avait une relation entre la durée de la p h a ~ e  de latence et 

le taux de synthese pour differcntes préparatione P l ,  employées 

en concenératione normales. Sur Pa figure 9, nous avona porté 

en abscisse le eaux de synthèse, et en ordonncSe la durde de la 

phaee de latence pour 12  prPparation~ Pl prises au hasard. Za 

répartition des points Qlimine toute relation entra La durde 

de la phase ils latence et le taux de sgnthèse. 

La courbe repr6sentative de l'activitc? de, la ghoa- 

phutnse alcaline en fonction du temps, eat  donc caractérieée 



- 55 - 
Figure 9 

Recherche d'une r e l a t ion  entre le taux ds synthèse et la dur& 
de la phase de latance. Chaque point  est détermin8,en abscisse 
par le taux de oynthésa d'une prdparation Pl et en ordonnés 
par la durde en heures de la phase de latenoe aorrespondante. 

I i. 

taux de 
synth&se 

b 

O 

- 1000 

- 500 

. 6 * . 
1 2 3 4 durée en h de 

la phase de 
latence 



pas deux valeurs indépendantes : 

- une phase de latence, durant laquelle une l4gErs synthèse 

peut s'effectuer. Cette phase de latence est exprimée en 

heuree. 

- une phase de synthèee constante qui permet de  calouler le 

t a u x  de synthése. 

Pour les diff4rentee pr6parations P l ,  la phaee 

de latence e t  l e  taux de synthèse sont variables, inddpen- 

dants l'un de l'autre. Par contre, &a ~hnse de latence et 

g t a u x _ c l e a u n t h è s e  loreuxalorsaue la w- 
t h h e  de la ~hos~hatase alcaline est r6aXicée à ~1usie1zr.s 

&ours d'intervaïle avec une même w~,énuration P l .  C e  fa i t  eet 

primordial car il nous a permis de r8pGter nos expériences 

dane l e a  m&meo oonditions d u r a n t  une semaine, 



Nous avons vu dms l e  paragraphe preoedent que le 

durde de le phsrere de letenoe, et le taux de synthihse sont des 

oonstantee pour une preparation Pl d6temnin6e, m a i s  varient 

d'une prdparation à l'autre, 

A . TAUX Dl3 $ïNTH;6SB 

Pratiquement proportionnel B la concentration en 

protéines partiaulairee pour une expérience, il subit des mo- 

difications selon la oomgorsition du milieu d'incubation (of. 

tableau II chapitre des techniques). Nous utilieone toujours 

l ee  condition8 optimales d'incubation, et pour toute une serie 

d'expdriencee, des oondïtions identiques (rnbes eolutione) ; 

oependant, on eonstate des varrations de taux de eyntheae 

d'une gr6paration B l'autre. 11 n'a jamais et4 poesible de 

trouver une relation quelconque entre le taux he synthèse et 

un de@ facteurs physiques ou chimiguee que noue sommes aapablem 

de faire varier, Lthypoth6se la plus vraisemblable est que l'sa- 

tivitd de eynthbse depend de l'6tat initial des sph6roglastee 

dont il n'a pas B t B  possible de codifier exacrtement la for-, 

mation. Lee eeeais tendant faire varier le taux de eyntheee 

en meme temps que le temga de latenoe seront déorSte dania le 

chapitre IV. 



B . PKASX D3 LATENCE 

La durée da la phase de latence est toujours im- 

portan-te, e t  subit rela%ivement peu de variations. NOUE) avons 

class4 artificiellement les ralsons possibles de cette p h s ~ e  

de latence en 3 groupes : 

- elle pourrait provenir d'une difficulté de m i s e  en évidence 

de l'enzyme active. 

- elXe serait peut-Gtre dile 2, la synthèse de précurereurs par 

des spir8roplastes survivants danfit les préparations. 

- elle pour.i*ait enfin correspondre à l'absence d'un s i t e  in- 

dispensable à la synCh&se. 

1 . L'énsyme ne pourrait être miac en 4vidence durant la 
- - - - - i - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

phase de latence - . , . - - - - - -  

Au cours de l t inct ibatSon d e ~  prQpara't;ions P l ,  on 

constate que L a  p lus  ;.lrande partie de l'activité enzymatique 

se trouve 6 0 ~ 6  forme soluble aane le surnageant, alors qu'uns 

fraction seulement reste attachée aux parlicule~. Cette frac- 

t i o n  sgdimentabïe représente 8 $ 34 p. 100 de l'activit4 ensy- 

matique t o t a l e  (tableau IV) ; lea cin6tiquee suggPrent que la 

forme particulaire de la phosphataes eat transitoire, l'enayme 

étant e r l ~ ~ i t e  libérée dane le milieu extérieur. On peut penser : 

- s o i t  que l t e n z ; y m e  resterai-t l i 4 e  aux polysomes des particules 



TABLEAU IV 

HBpartition entre oulot et surnageant de l'sativit6 phosphate- 
aique après 6 heures d'incubation dans L e e  oonditions expéri- 
mentslee habituelles. 

U.PA du culot 
U.PA totales 
en p .  100 

34,3 

unitde PA 
du ' 

culot 

33 

unit6e PA 
du 

surnsgeant 

65 

r 

Bzp.  

2005 

b 

wnittSs PA 
pour 0,25 m i  
dginoubation 

96 

1402 51.2 

O1 O6 

1 5 8  32.2 97,6 

1 98 

8.7 I.- 
t I 

16,1 955 

21 7 

32 

17'796 19t2 



jusqu'8 l'achèvement complet de la molécule qui deviendrait 

alors soluble. 

- s o i t  que la phosphatase ûynthétisée rapidement resterait 

enfermee dana l e s  particules de sorte qu'elle ne pourrait 

pae Btre atteinte par le substrat ; ultérieurement, comme 

nous l'avons remarque, l'aspect deo particules se modifie 

et l'eneyme, alors Libérée, pourrait Btre dosde. 

L'imperméabilitt? de la m e m b r a n e  bacterienne aux 

su'lrortsata est ün ph4nomilne habituel ckiea les bactéries ; pour 

doaer convenablement certaines enz:imes comme la p-gàLactorsidase , 

l e s  cellules doivent être trait9ea par le toluène qui rend per- 

mOable la membrane cytoylacrnique. Noua avons suivi l'ac- 

tivit6 phosphrta~ique des préparEtions 21 en fonction du temps, 

en effectuant le d ~ ~ a g t ?  avec le r N Y P  s a i t  directement, soit 

après incubation durant 1 heurt en préeence de 20 p .  100 de 

toluèr~e,  soit encore apri?s addieion de 1 p.  100 de brij et de 

20 p. 100 de .tclu&no. r!n a~ icun  carJ la cindtiqus n'a été modi- 

f i é e  par l a  prdsence de tolut2ne ou de brij, ce qui exclue for- 

mellement touCe forme inapparente de l'en~yrne active. 

2 . La phase d e  latence serait due & la persistance de . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
aph6ropî.ata4e~ dans 12s prépartr.ti~ns Pi - - - - -  - - - -  - - - - -  - - 

Xn comparant lea cinBtiques de la syntheae de la 



phoephatase alcaîine dane les mêmes conditions d'incubation 

par les  baot&riee, les aph&roplastes ou la prdgaration Pl en 

rdeultsnt, on conetate que 3s phase de latence des cellules 

bactériennes est toujours nettement glus courte que ceLle 

des  egh4roplastes ou du P? ;  dan^ LL'expBrisnce d6orite  eur 

la figure 10, sa durée pasBe de 1 h 30 min pour l e e  bactdriee 

B 3 heures pour les sphdroplaetes. 

Il semble donc que le fait de passer à l'état 

de aphéroplaetes, provoque une lésion d'un site de eynth8se 

de l'enayme et Cilonge consid6rablement la phaae de latenoe. 

E u e  devient alors identique à celle d e s  pr8parations Pl ; 

oomme ces derni&res contiennent oonstasnment une certaine pro- 

portion de sph6roplnl~tee intacte, on peut ee demander si 

l'actfvit6 est due a;uc particule6 subcellulaires ou aux cel- 

lules survivantes ; le fait que les ephéroplsa3tea se lyeent 

durant lvincubation, ne change rien A ce raieonnement ; le8 

sphdroplastea synth8tiseraient un précurseur de ltensyme, 

dont l a  molécule serait ultérieurement oomplét6e par l e s  

ensymes des pextiaules . 
Dans l e  ohapitre III, nous examinez'ons ces hypo- 

thèses qui noue ont amené à chercher lee  preuves que la 

synthèse de le, phosphatase e l c d i n e  était réalisie in vitro 

par les particules de la fraction P l .  



Comparaison des cinetiques obtenues B partis dsincu- 
bations de bact4sies, de spl16roplctstes e t  de 51. Les conditions 
expér imenta les  sont identiques dans les 3 cae. 

&--4  Cinetique de la nynthese de la phoephataee par des 
bacteries 

Cinétique de la eynthase de Ia phosphatase par des 
sph6roplastes 

b--+ CinOtique de ln synthose de la phosphatase par la 
fraction Pl 



3 . La phsee de lstenoe serait due à une réorganisation 
- - - - I I - - - " - - - - - - - - - - - - - - - -  

des s i t e s  de synthtsse 
- - - - - - m . - - - -  

Pans la fraction P'l comme dans les sphéroplastes, 

les sites formateurs d'ansymee pourraient avoir perdu un 816- 

ment indispensable, qui devrait être reaonstitué avant que l a  

synthèse ne aommenoe. Nous allons ici tr&s brievernent sch6ma- 

t iser l e s  diffarentes h;vpothèses que nous avons envisagdee, e t  

qui seront expoades en d4%ail dsna le chapitre IV. La première 

ooneiate en la forma$ion prdalable d'un facteur indisgeneeble 

à la ay-~lhèse de l'snsyme r dans noa oonditions exgérimen%&2ee 

de r8pression par le phosphata de la phosphataûe aloaline 

avant incubation, la aynthdse du 3NA meesager spécifique de la 

phosphatase doit précéder Ltapparition de l'ensyme. Cependant 

d'autrea faoteure préalables peuvent Qtre soupçohn6s r Ir 

formation d'un RNA messager est elle-meme, selon l e  ecIi4ma 

do Jacob et konod f 98 } ddpendtmts de la diepsrition de la 

mol8cule de rdpreeaeur, qui pourrait atse glus stable dans 

nos conditions exp&rimentdes* O n  retrouve les mgmes effete  

ei l'on admet llhypoth&se de hianson (1 2 71, selon laquelle le 

phosphate lui-mQme inhibera&% la dim6risation de la mol6cule 

enaymatique, ce qui provoquerait un bloquage de t o u t e  la oharne 

de biosynthéee. 

Bnfin, on peut penser qu'au cours de la preparation 



des partiaulea. les aites de la synthase ont pu Btre modifi6e : 

lee  enayzuaa nBoccupera5ent glua dee poeitione dtStermin6es les 

uneei par rapport aux cautrers eur l e s  struaturesr rnembranoiree, 

ee qui rendrait impoeeible toute eynthese oooràonn4e 3 ce 

eerdt seuJ.emeat après un oertain temps d'incubation que les 

stmietures aativee r4orgcanisées comencera$ent B fonotionnes. 



C W L T R E  III 

ROLE DES SPHEROPLASTES 

nANS LA YYNTHESE DE LA YHOSPlHa'PASE 

ALCALINE PAR Iu9 PRACTION P1 

Lee oindtiquee de 1s ayneh8se de la phoephataae 

aloallne par 1s fraction Pl ou les sph4roplaetee, sont trac 

semblablea. Les pr4pasations Pl contenant toujourrs une oer- 

taine proportion de sph4roplastes non lye6e, noue aherohons, 

dans ce chapitre, Q évaluer la part de 1s eynthase gui 

revient, soit aux oph6roplastes, soit aux partiaulas auboel- 

luiaires. Dans uae prernidre partie, noua étudion~ l'impor- 

tance de la popu3.ation des apàiroplsetee dans lee prdpssations 

Pl et les relations existant entre la synthbse protidique et 

le nombre de cellulee intactes, Dans la deuxieme, nous da- 

orivone comment il a ét& possible de diseooier l'activitd  de^ 

g s r t i ~ ~ e s  de a s i l e  dee sph8roplsetes, ce qui noue permet de 

ddmontrer que lers partiauïee effeotuent la eynthèee fn vitro. 



7 . ETUDE DES SPHEBOPLASTES RESITUBLS DANS LES PREPARATIONS Pl 

Une des caractiristiquas de La. préparation aoel- 

luîafre Pl de N i s m a n  est la lyse  des sph&roplastes au moyen 

d'une solution de digitonine. Cette lyse est controlée par 

La mesure B 610 my. de la densito optique B differents moments 

agrEs l'addition de la substance teneiaaotive. La aourbe de 

la figure 1 1  repreeente oatte densith optique en fonotion du 

temps ; elle permet de aonstater que la lyse oommence Immé- 

diatement à un t a u x  maximum ; en effet, apree cinq minutee, 

la densité optique a dBj& diminué de moati8. La courbe ob- 

tenue est du meme type que cel le  r8aultant de l'action dbun 

antiseptique sur une population bactér&enne, c'est-8-dire Que 

pas  unité de tempe, le pou~centsge des cellules aXt6réee est  

conetant. La baisse de densité optique peu%-étre suivie par 

examen au microecope en contras-te de phase (planche 1), on 

constate alors 1'6clalement des sphésoplastes, qui laissent 

exeuder leur contenu cytoplasmique dans l e  milieu extérieur 

e t  l a  d6sint6grat;ion des membranes en r4Eiultant. Cette desin- 

tegration conduit Q de peLi ts  fragments dont la struoture n%est 

plue observable en microsczopie ogtfque. La pr6aence de ceux-oi 

explique la demit6 optique rtseiduelle, qu'il n'est pae pos- 

6 ib le  de faxre baiaeer quel que soit le temps de covllact aveu 



Cinétique do 3& Lyse d ~ s  sph6roplasLos en présence 
df  .cnnô so l t i t ion  de dlgiton&ne R. 2,s p.  100 Jit"+p?r??rs 5 min de con- 
t a c t  Xa DO 650 a. dimir ru4  de y l u s  de 50 p .  100, 

O 2 5 20 75 20 30 45 60 dur&@ d e  la 
lyse sa min 



l a  digitonins. 

Cependant, el par meeure de l'absorption 9. 610 mp, 

la lyse semble très nette, l'examen en microscopie optique du 

lysat montre qu'me certaine proportion de celltPles de l'ordre 

7 8 de 3.10 à 3.10 par ml de Pl Bchapge B l'action de l a  digi- 

tonine. Nous avons suivi oette Zyse par numération des gemes 

en oeUule de Thoma. X 1  s'agit ici d'une nun6ration de oel- 

lulea paraissant intactes et non des cellules viablee. Lea 

rdeultsts mont exprimes en nombre de cellulee pour le totalité 

de 1s préparation. Sur le tableau V, on peut apprécier l'im- 

portance de la lyse : dane -tous les cas plus de 98 p .  100 des 

bactéries initiales ont &te iys6es soit lors de la trmefor- 

mation en sphii$ropla~tes, soit lors de l'action de la digieonine. 

Ce pourcentage de cellules non détruites qui parait faible en 

valeur relative, s'avère tr&a genant lorsqu' i l  s'agit d16tu- 

dier l'activit6 de synthbe i n  v l t r o .  E n  effet, ce faible 

pourcentage se traduit en valeur absolue par un nombre im- 

portant de cellules intactes daaril la prdpara-t;ion P1. Dans cea 

conditions, est-il possible de parler de synthgse in vitro 

et ne faut-il pas pr6cieer le r8le des germes r4aiduels dans 

la eynth&se de la phosphatase alcaïine par la préparation Y1 ? 



Re;pport entre L e  nombre de cellules d'un Pl 
et  l a  quantite de bactBrias qui a servi à la prépasa- 
tÈon de ce P l .  

Exp. 
Nombre de bac- 
téries dans 1 1 
de milieu 92'2 

Nombre de cel-  
1~.xles dane l e  
Pt oorreapondant 

1 ,3.109 

5.10~ 

1 , 1  .10 9 

1,2.10 9 

Cellules du Pl 
t 

B a c t  . initiales 
en p. 100 

> 

1 ,SB 

1,78 

0,45 

0,47 

1210 

141 1 

291 1 

2702 

1903 

8,2.10 10 

2,8.10 1 1  

2,4.10 1 t 

2,4*10 
1 1  

3,8.10 
1 1  

4,2.109 

1,8.10 9 

1 9 7  

O, 47 

O71 2 

1 

2.6.10 
1 1  



1 . Etude quantitative de l'activité de syntheae en fonction 
" - L " I L - i - - - - - - - - - - - - - - - - œ - - . c  

du nombre de ce l luleâ  totaLes 
œ - - * - - - - - - - - - - -  

Pour cela, nous avons étudié la synthese de la 

phosphatase &Lce,Line en fonction d9un nombre déterminé de 

sph4roplastes numGr6s en cellule de Thoma. La premiere colon- 

ne du tableau VI donne le nombre de oellules contenues dans 

le volume de 0,2S ml sous Lequel la préparation est incub&e, 

6 
ce nombre varie eelon las pr6garationa do 1,25.1 o6 à 7,5.10 . 
Ces différences ne se retrouvent pas dacns 11activit8 de bio- 

eynthèse des diverses préparations (colonne 2 et 3 ) .  En effet, 

l'activit4 t0-t;al.e de la pr6paration ramen6e à un nombre déter- 

miné de cellules intactes n'est pas fixe, il n'y a aucune pro- 

portionnalité entre le nombre de ceLZules gus l'on trouve dans 

la preparation et llactiv~l& de synthèse de cette préparation. 

6 
Ramende à 70 cellules, It 'actlvité  mesurée après cinq heures 

d'incubation passe de 1 à IO, selon le El utiliscl.  Ces résultats 

nous ont fait penses que l'activit8 du Pl  n'était pas due aux 

cellulee qu'il contenait, mais que l e s  part icdes  YI en tant 

que telles effectuaient in vitro la synthese de la phosphatase 

alcaline. 

Par aiileure, noua avons incube dans des conàitione 

identique6 des préparations de sphéroplastes et de partiuules 

Pl provenav~t de la lyse de ces sphéroplastes. Les numérations, 



TABLEAU VI 

La quantité de phosphstase alcaline synthetisde agrès 5 h et 7 h d'incubation 
est ramenée Q 206 cellules dans les colonnes ( 4 )  et (5) Les numérations eont effectuées en 
cellule de Thoma.  

Nombre  de celluîes 



comme précédemment, sont  rdalisées en cellulea de T h o m a  et l'on 

oomyare l'activité biosynthétisante des sph4roplastes et du Pl 

correspondant. Les résultsts sont exprimés dans les deuxième 

et troisieme colonnes du tableau VII. Les nombres correspon- 

dent aux unités de phosphatase alcaline synth6tisée durant 

cinq ou sept heures d'incubation, la quantité de phosphatase 

alcaline prdformée 8tant déduite, Dans ces conditions la 

gremiére expérience rapportée dans ce tableau tend à prouver 

que ltactivité du Pl est due aux spheroplastes qu'il contient, 

puisque cette activité ramenée & un nombre detemin4 de ceb- 

lules intactes est semblable pour les sph4roplastes et le Pl 

en provenant (colonnee 4 et 5 )  ; par contre, b'activit8 

prBvisible des préparations aceilulaires cdcuîée d'spréa 

le nombre de sphérpoplactes qu'elles contiennent, est nettemeïit: 

inférieure à ce l le  qui est observée, C e c i  est p a r t i c u l i b r e m e n t  

ilLutlCrcS par loe rapports calculés dstne les colormes 6 et 7, 

on constate que l'activitc? du Pl peut-être due, pour un 

d i x i é m e  environ, à l a  présence des cellules intactes. 

Ce8 s&aultats, couune les ps6cédents, semblent dé- 

montrer que le P? réalise bien " in  vitron l a  synthèse de la 

Cependant, 1-a variabilité 'de l'sc-tivitt? de synthèse 

des diffdrentes préparations 21 et celle des rapports de la 

phoapha%ase alcaline synthétisée au nombre de cellules intactes, 



TABLEAU V I 1  

Comparaison des activît6e phosphatasigues obtenues à partir d'incubstions de 
ephéroplastes d'une part et de Pl. d'autre part en fonction du nombre t o t a l  d e  cellules. Les 
rapports de ces sctivitt5s rmen8s R IO6 celluies sont indiqués dans les oolonnes 6 e t  7 .  L e s  
numératione sont effectuées en cellule de Thoma. 



nous a donné quelques doutea sur la v d i d i t é  de noe r6orultats. 

Bn particulier, nous nous sommes demandée si la num4rstion de 

oe l lu3 .e~  intactes aorrespondait à l a  r6aLit6 des faits, et 8% 

ce nombre obtenu était constant au ooure de la synth&ae de 

ltenl;yme. Cala nous a ment4 à examiner en mioroecopie blec- 

tsonique les sph6sopliztlltas et l e e  pr4parations Pl. 

2 . Etat des sphdroplastes ddnombr6e optiquement 
- - - - - - & - - C I - - - - - - C I I I I  

On constate qu'une population de eghéroplcietear 

lavée n'est paa homog&ne. Certaines cellules pr6sentent un 

cytoplasme dense, et du mat6rie.X nuoleaire réparti soit au 

oentre, soit en plusieurs amas. Par contre, l a  plupart pa- 

raiesent altdr6es 3 leur membrsne est eouvent d6coll6s da 

3.a paroi aous-jacente, ou encore l e  contenu ceiïulaire semble 

et4tre partiellement vide dans La milieu extérieur ; cela d o i t  

se traduire par des activitda de synth9ee tres d iverses .  

Noue avoas recherohd autre t e e t  permettant 

d'évaluer le nombre des ceLlules intactes, Le plus eimple nous 

a sembl4 étre la mesure de la viabilité d e s  oallulee. La 

comparaison des nombree de cellules par numgration totale 

et numération viable, nous a montre? qu'au m o m e n t  de la lyse, 

le premier diminuait nettement d o r e  que le second restait 

pratiquement le marne. Cette diesocistion entre les deun modes 



de nurr..0ration, nous a fait reprendre l'étude de 18actlvit8 

en fonction du nombre de celLULsa de la prGparation, m a i s  

cette P o i s  en noua basant sur Le nombre de oellules v i a b l e s .  

B . SPHBROPLASTES IiESTES VLABLgS DANS LE PI 

Nous venarm de voir l e s  raisons pour 1eeque;llee 

nous avons eubstitué, dana notre Btude sur la pr8paratlon Y?, 

lu numération des germes sur boite de Pétri, à cella réalis& 

en cellule de Thoma. 

Mous avons dénombré, par cet+e technique, l e  nom- 

bre de celZules viables an début et en fin de neuf préparations 

Y1 aifférentea. Les rapports exprimés en pour cent du nombre 

de cellulee viables d'une préparation Y1 au nombre corres- 

pondant de  bactérie^ ini%iailes, sont corrrign6a dans l a  

troirsi&me colonne du tableat~ VXLI. La moyenne des pouroentages 

qui est de 1,07 Lorsque les germes sont nwn4r6s en c e l l u l e  de 

Thoma (tableau V) n'eet pZurr que de 0,104 lorsque lee oellulee 

v i a b l e s  eont seules nuniérées. Cette ohute importa te  nous o 

inoit4, avant de rechercher l'existence d'une reLation entre 

le nombre de cellules v i a b l e s  dans l e  Pl et son pouvoir de 

eynthhse, th determiner la cause des différences observ6es 

entre les  r6suitats donnde par l e s  deux type8 de numération. 

En effet, il semblait anormal d'obtenir pour la mdme pr6pa- 



TABLEAU V I X 1  

Les chiffres de la derniére colanne indiquent 
le pourcentage de cellules v i a b l e s  du Y1 par rapport 
& la q u a n t i t é  de bactPries initiales. 



ration Pl des nombres variant de 1 B 10, selon le type de nu- 

mération envieagee, bien qu'en debut de prdparation, les nu- 

merations des bacter ios  viables ou talales dommient aensi- 

blemenL les m h e e  résultats. 

1 . Evolution du nombre de cellules vfetblee au coure de - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
la pr6gars~ion du Pl - - . . . - -  . . L w - -  

Noue avons determine au couse de plueieura prépa- 

rations Pl, et ohaque itape de oee preparatione (atade bac- 

tdriee, sgh6soplastes avant lavage ; sphdroplastss après 

lavage , lyeat ,  Pl proprement d i t )  1s nombre to ta l  de cel- 

luLes viables. Nous avonei rduni l e s  r6sultctts dee dlffireates 

numdrations effeatu6ee & urr mame stade eux dYveraee prBparn- 

tions de YI, et nous avone sdalied L'histogramme oorre~pondant 

à ehacun de ces stadee. Noue comparons sur chaque figure Ise 

dew histogrsrnmee provenant de cleux étapes successives. Le 

nombre de germes viebfes eet expr imdi  en logarithme. Noua avons 

ohoisi les limites r6ellee pour adterminer les claases et 

convenu que Ia limite superieure d'une classe appartenait B 

la classe suivante. L'intervalle de clagae es t  i c i  de 0,333.  

Lee différents histogrammee obtenus sont  repré- 

sentde sur 3.a figure 12 (a, b, c, d, e). Nous comparons s u r  

la figure 12a, les nombres des germes vizablee au depart des 



Fiauro 12a 
- 78 - 

En traf-t plein, histogramme currespourdrmt au stade bact8riea 
dea préparations Pl 
Sn pointillB6, histûg~amme correspondant au stade sphdro- 
plastes avant lavage des prépsrations P l .  

8 9 1 O log n 

En abacieaa on a porte le logarithme du nombre de oelluiea 
viables ( log n). 
En ordom0e on a posté la frapuence de la classe cosres- 
pondante ( f ) . 



préparations (stade bact4ri.e~) avec ceux du deuxième stade 

(sphéroplaetes avant lavage). Noua constatons dans ce cas, 

que soue l'action de la pénicilline, la transformation des 

bact6rics en sph6roplaste~ est responsable de la peste de 

l a  v i a b i l i t e  pour 90 p .  100 de germes ; noue verrons ulté- 

rieurement q u e l l e  destinée est réservée à ces cellules. La 

figure 12b, rend compte de l a  comparaison effectuée entre 

les ephéroplaete~ avant lavage et après lavage. h i  encore 

la perte de lu viabilité cellulaire, moine prononcée que dans 

le cas pr8cddenl, est encore très importante. L'examen de la 

figure ?Sc, est garticuli&rement intéressant ; il permet de 

comparer le nombre de 8 p h 6 ~ 0 p k ~ ~ ~ 3 t e ~  dénombrés avant et 

après La lyse digitonine. Ce nombre reste pratiquement cons- 

tant daria noa conditions expérimerztrtlee, c'est-&-dire après 

une lyse d'une heure ; Zea cellules viables  sant dona pra- 

tiquement insensibles à l'action de la digitonine et La 

diminution de La densité ogtiquo du lysat observé précédem- 

ment en cours de lyse.-;"explique par la lyse des sphç4roplastes 

non viables. Or, la lyse des sph4roplastee par l'emploi de dé- 

tergents doux, est considdrée cornrno le fait capital de la pré- 

parution du El : en effet, c'eat & ce niveau que la suspension 

cellulaire s'éclaircit et s'homogénéise. Nos constatations de- 

montrent L'inefficacité des tensioactifs vis-&-via des cel- 

lules viablee, leur activité se limitant B lyser les sphero- 



En %rait plein, histogramme corse~pondant au stade sphdro- 
plastes avant lavage des prdparations P l .  
Bn pointillée, histogramme correspondant awcm4meserphdro- 
plastes aprhs lavage. 

11 log n 

En abeciase on a port4 le logarithme du nombre de oellules 
viables (log n) . 
En or&onnée on a porté la frdquence de Is classe corres- 
pondante (f) . 
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En traie plein, histogramme cormepondant au stade sph6ro- 
plastes après lavage 6 

En pointill4e, histogramme corrsepondant au stade de la 
lyse.  

Bn abscisse on a, porté le logarithme .du nombre de usllulee 
viables  (log n) . 
En ordonnée on a port6 la frdquence de la classe eorres- 
pondante (f), 



plastee en mauvais O t a t .  Le8 deux derniers etades de 16 pr4- 

garation du Pl sont; reprtssent6s sur  la figurer t 2 d .  lJous ob- 

semons ici une lyse prsvaqu4e par le traitement mécanique 

auquel la. prdparation Y1 eçlt soumiele (honog8ne5isa"cione avec 

pipetxo B boule ,  centrifugations). anfin, noua avons repr4- 

eentO sur la dernihre figure (12a) L e s  histogrammes aorres- 

pondavst aux bactéries initiales et aux cefiulas viablee du 21 ; 

1 p. lûUOdes cellules initiales aont encore viables 8- la f i n  

de la preparation, et cela de manière constante. Il est int6- 

reesant de ddterminer la nature de ces germes viablee, sur 

lesquels les divers traiternerrts mis en oeuvre au couro de 

la prdparation Y1 étaient reet4s Bans effet. Ils peuvent 

b t r e  constiLu&s par des sph&ropia@tss dont les enveloppes 

plus résiotantea l e s  ont protéges de la l y s e ,  ou bien de 

bactériee dont la Lrwneformafion en ephdroplaete~ soue l'action 

de le pénicilline s'effeutue mal ; il suffit, comme noua L ' a -  

vons m o n t s 4  ant6rieurement avec G u i l l ~ z u m e  et idiartin (78 f 

d'effectuer l e s  dilutions néceesaires aux nurn8ra-tions &me le 

milieu I, d'une part, et dans l'eau d'autre part. Les sphéro- 

plastes se lysant presque ina?;antwément dans un milieu hypo- 

tonique, loi l'@eu, Le resultat de La divieion du nombre de 

gemnee ~ i a b l e e  apr&s dilution dans l'eau par celui apr&s di- 

lution dcws le m i l i e u  1, indique 1'4t&t de transformation de 

la prdparation cellulaire. Noue avona exprime ce quotient 
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Figure l2d 

Ea t r a i t  plein, hia*t;ogramnke correepondan-t au stade de la l j r s ~ .  

Ex-; pointillda , hist;ogr,mrne carreepandrzn t au stade f i n a l  des 
prdparatian~ Pl . 

7 8 9 7 0 log rr 

3'iaure 12e 

En trait ple in ,  histogramme correspondant au stade bact4rfee 
des préparations P 1 .  
611 poiatilléa, histogramme correspondant au stade final des 
pr8gnra~iouc Cl , 
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en pouraentage pour divers Pl d a &  Is tableau I X . : i l  montre 

que Zes  cellule^^ viables s&eiduelLee, de la gr6paration. PP1 

son t  formées presque exclu~ivement de sphésoplastes et non 

de bactéries. 

2 . Comparaison aux différentes étapes de la préparation 
- " - - - - - " - - I * - - - L L I I - - ~ " - - -  

P? entre l e  nombre de gemea viablee nombre de tel- - -  l - " - - - - - - - l - - L I I - - . . . . . . . . . - - - L L I  

l d a e  num4r&eê en cellule de T h o m a  
- - - - - - - - - i - - - - - - -  

N o u s  venons de v o i r  que la prégai-ctlon Il achev6e 

renfermait environ 1 p .  1000 dee germes viables initiaux. 

En comparant sur la grerni&re partie du tableau X, le nombre 

de bacteries num6rdes en cellule de Thona, en debut e l  en 

fin de pré-aration, nous conlstatons que le Y1 renferme glus 

de 9 p .  1 O00 de sph8rogllastes + Lï suffit; de comparer, en 

se ~ e p o r t w t  aux deux ptir"c.as du tableau X, Les moyenne& des 

résultats obtenus au couss de diffSrentee préparations P l ,  

pour observer l'erietence de deux diffQrences essentielles 

entre bes deux tmsa de numdrations : 

- La pxemiSre est relative & la transformation des 

bactéries en sphéroplnstes sous l'effet de la pdnic i l l ine .  Ls 

diminution du nombre de cellules viables eüt psee d e  7 f o i s  

supt5rleuse B celle enregistr4e pour le.$ germes ddnombr6s en 

celLu3.e de Shoma. C'est B ce niveau que a'obsema la d2ffé- 



Lea chiffrefi de 2-23 dernier@ coloxine indiquent 
le pourcex~tuge de c e i Z u l e s  vicxblss de divers 1'1 aprùc 
dilution d w t a  i'eau pur  rti.pport au nombre de celîules 
viables  apr.&o dlî_lm%ion dans le m i ; L l e u  I de ces n i a m e s  P l ,  



Leü chiffres de ZR d e r n l & r s  colonne ind iquen t  
le pouroerltage de c e l l u l e s  viables de d i v e r s  1'1 aproirj 
dilution d a ~ ~ u  iteau T : a X  rcpport  au nombre de cellules 
viables  ajriy.2-s~ dLl t .%ion dans le r ~ i l - i e u  I de ces memes P i ,  



TABLEAU X 

Comparaison entre les deux types de n u m é r a t i o n  (en cellule de  Thosa 
et sur b o i t e s  de p e t r i )  de 19icsvoll~tion du noabre total de cellules au cours de diffé- 
rentes préparalions Pl. 

I Exp, Sphéroplestes S p h & r ~ p l ~ ~ % e ~  
Bacterie8 avant lavage a p r è s  lavage lyse P 1 

1 

1 01 1 2 

Numération en 071 2 

cellule de 03 01 

Thoma 21 O2 

07 03 

moyenne 

01 12 

uméralion sur 071 2 

bostes de 0702 

P é t r i  21 02 

0703 

1 moy enrle 



rence la glua caractéristique entre les deux types de numé- 

ration. 

- la dewtihme confirme ce que nous avons dGcrit 

plus haut au sujet de la lyse proprement dite r la digito- 

nine inactive sur les  cellules viables, Lyse dune des pro- 

portions de 50 & 80 p .  300 lee  celluXes numérées uptique- 

ment. 

3 . Relation entre Ltactivité de synthBsa et le nombre 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a - - . ) . )  

de germes viables dane le 21 
I - - - - - - - - - - " - -  

Noue avons d'abord recherche, en fonction du nom- 

bre de germes viables, ce que devenait eut diverses d t a p e s  

d'une pregaration Pl le pouvair de synthèse. La prem38rs ex- 

perience du tableeu XI montre que, remend è ?05 garmee via- 

bles, le pouvoir de aynthhes des spht5soplustes laves, du 

lysat ou du Pl lu5-m9me, est identique. 11 eet  par conséquent 

proportionnel au nombre de cellules viables rencootr8es au 

coure d'une prdpsration. La deuxième exp8rience confirme ces 

r4su2tata. Il n'a pas été p o s s i b l e ,  dans nos conditions exp6- 

rimentalea, de determiner l'activit4 totale que donneraient 

les bactéries de départ. En effs*, durant  l e e  cinq ou eepe 

heuree d'incubation, ei lee contiauent $ sa multiplier, en- 

levant toute valeur a u  num6rations. Mais, ei on r8alise Leur 

incubs+ian en présence de péniciXline, dans les m a m e s  condi- 
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tions que celles obsesv4es pou- l e s  sph6ropisetes lavés ou 

du P l ,  le milieu dtïncubation s o n t i e n t  un mélange de bac- 

t é r i e ~ ,  de sphéropXastea et de L y e a t  dont l'activité ne peut 

%tre prise en considéroti~n~ L'ensemble de oes faits tend & 

démontrer que seul0 l e u  germes viables du Y1 sont reaponsa- 

bles de la synthèse qui s ' y  produit, car il ne nous a pas 

Oté possible, pour tane rntsme préparation, de mettre en 4vi- 

dence une dieoordaace entra La aynthhsa r4alisée et le nombre 

de germes viablea. 

Nous venons d'étudier c o m m e n t  Bvolue, su sein 

d'une name préparat ion P l ,  le pouvoir de synthèse. 11 fal- 

lait compl4ter cette Blude en comparant entre el les  les ac- 

tivites de diff&ren%es préparat ions de T l ,  celles-ci 6tsnt 

toujours exprimées en fonct ion du nombre de germes viables. 

Mous pensons que csr  camp&ruisone sont valables puisque l e s  

grépl+r.ationa de 1'1 e-t: 3 . e ~  incubntions sont toujours rt5aiieées 

dans les rn&mes conditions expe5rimentales. 

NOUE avons rdaumé sur le tableau XII les r4suLtata 

de quinze expérlSences différentes (num4rotéaa de 1 A 1 5 ) .  Le 

nombre de germe= vieblss contenus dans les incubation6 est 

inscrit daas la première colonne vartica2.e. D a n s  les t r o i s  

colonnes suivantes, nous trouvons suceeeeivement pour uns 

incubation de cinq heures : le nombre cisunitbis phosphatasiques 



TABLEAU XII 
Co~pareisor des activitgs phosphataeiquec de différentes prdparations 21 apr&s 5 h ou 7 h d'in- 
cubation (colonnes 2 et 5 )  C e t t e  activité est d'une part ramenée à 105 cellules (colonnes 3 et 
6) et d'autre part calculée en fonction de la concentration en yrot4ines du m i l i e u  exprimée en 
n i g / m l  (co10~1rLe 4 et 7 ) .  L ' a  tivi.ti8 de depart eat soustraite de celle observt5e après 5 h ou 7 h B B d'incubation ( U FA 5 h ou U PA 7 h). 



la v a e u r  de l'aotivité pho~phatssique pas rapport à le oon- 

oentration en proteines du milieu exprime en ing/d. Lee % m i e  

dernières colonnso expriment L e e  r b s i 2 l t a t s  obtenus apree des 

incubations de 7 heures, Nous remarquons immédiatement l'ex- 

trame divereité des résultate lorsque l'activitd est exgri- 

mde en fonction du nombre de germea vivante. Apres oing heurea, 

5 d'incubation et pour IO germes, 24 unit66 phosphataeiquee 

sont synthetieéee dane L'expBrience no 2 e t  109 dans l'ex- 

parience n04 ; c'est-&-dire environ quatre foie plus. On 

retrouve les m a m e s  variations pour des Inoubstions de 7 heuree: 

il y a oinq fois plus daunites phospha.ta~iques synth8tisées 

dans l'exp6rience nOll que dans l'eap6rien~e n08. Comme il 

eat assels eurprezxant qu'un marne nombre de germe8 puiase avoir 

dans les manes condi-tione une activitd quintuple d'une e%p&- 

rience A llrtutre, on peut se demander si cee disaordances ne 

sont pas la preuve que le Pl effectue une syntil8se "fa vitroH, 

De plue, en compsrmt les incubatione 4 et 7, on remarque que 

gour un nombre de germe13 initiai eensiblement identique 

fonction de la concentration en protdines du milieu varie dmei 

un rapport de 1 à 5. 

Lnfin, nous avons rspr6sent4 sur 1s figure 13, lBac- 

t i v i t 4  de différentes prdparations FI en fonction du nombre 

des germes viables qu'elles contiennent. On constate que 
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Piaure 17 

A c t i v i t d i  phosphatt.lsiq~le de diff6rentes prépara- 
tions -1 en fonci;ion du nombre de callulea visblee qu'elles 
contier-inenl . 

2 3 nombre de c e l l .  
viables x 105 



l'activité de ayn-bh&~e reste relativement stable, d o r e  que 

Xe nombre total de germee viables augmente, 11 ne peut s'a- 

g i r  d'une abeence de substrat dans le milieu pour les fortes  

co~icentrot-iona en cel3.ule.; : en ef fe t ,  un nombre de gerrnes de 

5 L'ordre de 5.1 Q n'est pas capable d'épuiser le milieu nu- 

tritif dans nos conditions d'incubation, 

Tous ces faite contredisent nos conoZusions du 

paragraphe prEc6dent et semblent indiquer qu'une synthèse 

indépendante s'effectue en m8me temps que celle rQalis6e 

par L e s  c e l lu l e s  viables. TL fa l l a i t  chercfler 9 aissocier 

le mélmge Pf et germes viables  pour 4tudier sbparément 

l'activité des deux composan%s. 



Nous avons que pour une meme préparation de P l ,  

le pouvoir de synthèse Btait toujours proportionnel au nombre 

de cellules viablee oontenues dans la préparation. 

Nous avons modifi8 toute une série de facteurs, 

dans le but d'essayer de dissocier ltactivit8 de eynthèae des 

sphéroplastes de celle des particules Pl. 

Nous avons d'abord tent8 de séparer l e s  particules 

des oallulea intaotee par les pruc6d6s ulasaiques de sSparn- 

tion comme La filtration ou la cantrifuyetion ; puis, devant 

l'insuac&~ do cea proc8d6a, nous avorm rscherch6 ai l e s  tech- 

niques physiques ou enaymatiques de des.i;ruc.t;icrn ntétaiea% pas 

capables d'altérer spécifiquement s a i t  l es  ceUulea,  soit les 

particulee. Enfin, nous avons B I 6  amené B uziliser des arti- 

f i c e ~  techn2ques basée eus les propri6tBe des sph4roplaates de 

se Lyser dans L e s  milieux d * Ancub~tioa. 



A . BSSAIS PWELIMINAImS 

1 . FrocédBe physiques à6 s6paratioa 
- - . . - - - - a - - - - -  * - 

a / Filtration sur mernbranae millipore 

B X l e  s'est d'emblde r é v é l B e  d6uevwte. Bn effet, 

pour 8tre efficace, le type às f i l tre  qu'il faut utiliser 

doit retenir l e s  bact6riee et lea sphdroplaslee. La prépa- 

ration Pl, du f a k l  de sa haute teneur en DNA et de sa forte 

concentratfon en s&ccharorse ( C I , S  M) est  une solution vis- 

queuse formant feutrage avec lee psrticules. Dans ces con- 

dition~, Xe filtre se colmate immédiatement. 

b / Centrifugation en gradjent de saccbross 

- Gradient discontinu. 

Noua introduisone successivement dans un tube a 

centrifuger, en évitml de m8iloiuigsr : 

- 3 m l  d 'une solutf un de saccharose & 70 p. 100, 0,015M en 

ions M ~ * + ,  0.02h en T r i e  pH 7 . 3 ,  et oontenent 2000 unit 6s 

par ml de p4nicilline. 

- 3 m3. d'une solution iie aacaharose $. SU p .  100 ayant Lee 

m e m e s  oaract4ristiquss 

- 3 nil de LA pr4peratlon Pl 



Les concentrations de saccharose emgloyéee peuvent surprendre. 

Elles découlent oegendat de la nature meme du Y1 gui e8t 

matériel dense. Ici encore, la viscosit4 du Y I ,  provenant de 

sa -teneur en DNA, et Tee fortes concentrations en saocharose 

n6oessairee expliquent les dAffioult4s rencontr4ee dm6 cee 

essaie de purification du P l .  Yar ailleurs, nous avone sou- 

vent remarque que Lee concentrations Blevde~ en ssochsrose 

inhibaient le pouvoir de synthese de la prdparation. Ce fait 

vient aompliguer le prabl8me :,les fractions inaotives re- 

cueillies aprde centrifugation ne le asont-eiles pcpe juetement 

à cause de leur richessa en saccharoee ? A p r b  une centrifu- 

gation de 45 minutee B 900 g, La Dû 610 des 3 ml de la prd- 

paration Pl d4poeds sur le gradient, a dim%nu8. L'observation 

en microscopie optique y montre iee particules oaractéràetiguee 

du 91 . Puis au niveau de la premihre interphase, en partant du 

sommet, Be trouvent rassemblée dee ephdroplastee abSmGe, divere 

fragments provenant de leur Tyrïe et les plus grosses gart;ioules 

du P'i ; au niveau de la dsuxi&ma interpham, on observe eeeen- 

tiexlement un melange de sph6roplaetee abim6s et intacte. Cesi 

différentes fraotione sont teatdea soit sedes ,  s o i t  réaseo- 

ci6ee entre elles, dans les conditions habituelles. Dsna  toue 

lee oas, l'activit6 phosphatasique est devenue nulle ou inei- 

gniflante par rapport à la prt5paratSon Pl d90Q elles provien- 

nent. W g r B  ces r d s u l t a - t s  dQcevats ,  nou0 avons esscay8 d'u- 



tilisar un gradient continu de saccharose. 

- Gradient concinu de sacc-brose 

La suspel~siors des particules f? en milieu f est 

ddposde sur un gradiene de saccharose pr&fomné de concentra- 

tions extrgmes 20 - 70 p .  100 avec les memes concentrations 

en T r i s  et ione liig2+ que pr6o4demmant.  ris 45 minutes de 
centrifugation à 56,OUO g en courorine 3pinco SW 2 5 ,  le gradient 

eet collecté par fractions de 1,5 ml qui sont ensuite teis%éee 

avec le milieu habi$uel d'incubation. L'activité nulle ou 

faible ,  eat repartie au long du gradient et nous ne pouvons 

m e t t r e  en Bvidence des fractions ayant conservé un pouvoir 

de synthBse convenable. 

11 faut noter que ces divers procédds donnent, 

d'une expérience $ l'autre, dés resultats iaconetsnte. II 

est difficile d'obtenir une edparation identique avec des 

pr6pasatione El diffgrentes. Les variations eont dues aux 

Sortes csoncentrations de DNA du 21. Lors der( centrifugations 

le DNA entrafne $ la fo ie  les sphéroplaatee et le k1. La 

microscopie éïectronique permet d9a?précier l'importance du 

DNA mélangé aux cellules et aux particulete lors de leur 

centrifugation (planche 4). 



a / Procédés physiques 

Noue avons, & l'aide de ces procédds, tenLB d'a- 

baisser, aoit le nombre de gemes viables d-u Pl , aoit son 
pouvoir de eynzh&ae, 

Nous avons remarqu4 que par congélation B basse 

température, une grande partie des cellules directement nu- 

mdrables ,  disparaissait, 

Pour r6aiiser cette congélation, la préparation 

Pl est repartie par fraction de 2 ml dans le6 tubes de 1 cm 

de diamètre. Lee tubes sont plongés dans l'aaote l iquide  

durcxn7; cinq minutes. Ils rwnt ensuite ddcoageléa Lentement 

de aorte que la tempt7rature ne dépusse jamais 4OC à l'inté- 

rietir du tube. Les numtrratione dss germes viable6 sont fsieee 

avant et après congélation. L e e  résultats obtenue sont raesem- 

blQs dane le tableau X I X I .  

L e s  activités des différents Pl ayarit  subi  la 

cong6lation  ont variables r elles passon't de 2,s IZ 50 p .  100 

de l*activité initiale, main restent dana cous l e u  CE& sensi- 

blement proportionnelles au nombre de germes viables. 



InfZuence de la congdlation et deiasonnation sur  l'activité phosphatasique 
de. divers Pl après 5 h ou 7 h d'incubation (colonnes 2 e t  4) . Cette activite est ramenée à 105 
cellules viables  dans las oolo es 3 et 5. Les activltée de depart sont soustraites de celles 
obeerodoe en f i n  d 'incubation Z U  PA) . 



- Somation 

Des r6aultals semb1ablea s'obtiennent loreque 

l'incubation est réaliaée avec du Pl pr6dablernent soumia 

h la sonnation, EL l'aida du Bay theon :jonic O ~ - ; c i l l a t o r  1 O kc 

(derniese expérience du tableau XILI). Apres sonnation du Pl, 

Le rapport de l'activlt4 au nombre de germe8 viables reste le 

d m e .  Ces r~eultats ne peuvent o'expliques que par un compor- 

tement identique dos eph6roylastes et des part;icULes uellu- 

lairee via-à-vis dee divers traitementa enzployés. 

b / ProcédBs chimiques 

- Désoxyribanucl6aee 

Noua avons essayO en csoumettant le 3.1 a l'action 

de la dt$aoxyribon%c2éasg, de d i m i r u e r  le pouvoir de syntnèse 

des particules, sans modifier le nombre de cellules viablee. 

Les sphBsoplastes v b b l e a  ne sont pas touches par oe traite- 

m e n t ,  m a i &  l'activité da synthése reete le plus souvent in- 

chmgde. Nous devons faire a g i r  la DNsoe & D°C (5L' pg par 

m l  durant 12 heurea en m i l i e u  T ) ,  car B température plus 

élevée, une prdparation témoin non traitde par l'enayma, perd 

toute activité. L'action da la D N a s e  eot inconstante et les 

variationsi observées peuverkt sgexp.Liquer par la grande quan- 

tité de DNA que renferme la préparation 23. Le DXA fono- 



tiorinel l o c a l i ~ é  au niveau des particules aerait msequé par  

Le IINA l i b r e  du milieu. Nous reverrons ce probléme drune 

m a n i è r e  plus détaillée lors de l'dtude de l'actian do la 

D S a s e  sur Xfactivi.t;é du P1 , ilWm le c h a ~ i t r o  IV .. 
c / V i e i l L i s s e r r e n t  

- en m i l i e u .  I & O°C 

A y a n t  remarqué qrie Le préparation Pl canserv6e C* 

0 ° C  dana le milieu 3, gardait m e  uctivi%8 sensiblement cons- 

tante durant gluaieuro jours, nous avons recberchQ comment 

évoluait au cours de cette p6r5ode 1s nombre de gexmee viables. 

L e s  résdtatc rassemblés- daxs Le tableau X I V ,  montrent que 

ltaotivité de diffSrenteo gr4gnrotions Y1 rameaée & I o 5  germes 

viables,  reste conetante aprGs un vieBZlissernent de 84 heures 

pour La prQparatian 2109, qu'elle a sru~ment6 aprtJs 6 G  he~rres 

pour la préparation 0310, d o r e  gu'clle àirninuc dans Ze meme 

temps pour 1' expgriencs 20C31, Au COUTS da vieillissement, Le 

nombre de cellules viables diminue peu et ces expdriences ne 

permettent pas do dis soa ier  l eu r  pouvoir de synth8oe de celui 

des pnrliculea. 

- en milie3 d'incubation Ü. 30°C 

Le visillisaemsnt en milieu 1 à O°C n'ayant donné 

aucun résultat, t.w~d5.s que par conaervalion daris ce m i l i e u  à 

tempSrature plus éLevt?e, toute activité est ddtruite, nous 
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avons cherclnti quel Blcr i - t  l'effet do ltincubettion dans le 

milieu de synthese sur la survie des aphéroplaates. 

Sur Les figures 14 et 1 5 ,  noue avons reprdsentd 

en fonction du temps d'incubation, le noabre de celZulee 

restees viables, et la clnt5tique de la syntheae de la phos- 

phataaa alcaline, Lee cellules viables numeréee au cornmen- 

cernent de lgincubatlon disp~raissant rapidement, alors que 

la vi-tesee de eynlhese de L'enzyme, aprSa la pbaae de la- 

tence, est eensiblement constante. D a n s  18exp0rience ddcr i t e  

figure 14,  apséa 2 h 35 min d'incubation, le nombre de germes 

viables correspond au tiers de celui du dbpart, par contre il 

diminue coneid8rablement; dans l'axp6rience de la figure 15,  

puispu'il psese de 7.1 Cl4 & 2.1 o * ~  après 5 heuree d 'incubatiori, 

m o m e n t  ou debute 1s synthese de Ztenayrne active. Dans ce der- 

nier cas, lorsque lu phase de latence se termlne, le syetème 

qui renferme 22 uni-tds de phospkiitase alcaline va en syn.t;hé- 

tises 100 durant l e s  2 h 30 min suivantse. 

D a n e  ce6 conditions, si la aynthéee était r é a l i s d e  

5 uniquement par Lee celluiea viables,  10 d'entre elLes synthb- 

tiseraient 50000 wsités da phoaphatase en 2 h 30 min, ce qui 

eet Iras supérieur & la quantité dlensyme synth6tiede par 

les baot6rios en ab~enoe de pénicidli-ne6 dans les mOmea 

uonditions 10 unitde sont formées par 10' bacteries en 2 h 30 min 



A c t i v i t é  phaspbaxa@i~ue et nornbse àe cellules 
viablee d'une prdparation 1'1 en fonction O-i;t temps d ' in -  
cubation.  

t---.. Cinétique de la sjrr~t'n2Ise de la  phoephatase 

b-4 Nombre de cellules viables 
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Activit& phosphatasique e& nombre d.e cellules 
viables d'une preparation Pl en fonct ion au tempo d'in- 
cubation. 

Cinéti-que de ln synthGse de IR phonphataae 

&---û Nombre de celluZes viables  



duxbunt 3a phase dsr syni;h8rle E tcwr c o n ~ t ~ , ~ t .  11 na est car # o n -  

dsnt pus encore posrslb3.e d@aff 'Srmer  que Ze P i  rlalise dana a:? 

cas la çgnthSse In vb-tro de 1s gk06phz~Jta~e aiicdine, en efïeL, 

au cours des cinq preml&rs~ heurea dfincuSat50n, les aph4ra- 

p l n ~ t e ~  pour~t3isn.t synth6tiser des pr4cursetxrs da Lé1 p h o ~ p f ~ ~ - = -  

Laue alcaline qu'ils libbreraient d=s le milieu, au fur et 

à mesure ds leur lyse ; Lee particu3.ei~1, en'achevémt la syn- 

th&@@, permettraien% la mise en QviGance de I*e;bctivit$ enay- 

m a t 5  que. 

Cependant, llobeervation de la diminution cons- 

tante dl; nnonbre de gcirmea i r i a b l e ~  au coure de ltincubatiorr, 

nous a amerid B considérer Z%ia t&ha t ion  comme un moyen de 

diôsoc i er  ltact$vAt8 de syntheee des pamiculee de celle da9 

ceIf-ules vinblee , 

I3 * T?BpïONSTMTION Da LA 8 Y N I X E S 5  L A  EHOS?EATASE 

ALCALENE PAR LSS PARTICULES UGBC~LLULAI3ES 

i . %tude expérimentale cie la Xyt3e de9 ~ p k i é ~ o p & a ~ t @ s  
- - - - I I - - - - - - - _ - - - - - - -  - .. 

L e s  rBsu3tats obtenus en numerant aur g6lose les 

cellurtas viables du Y I  , rnor~Csen.t; qu'elles persistent dusantc 

un temps aaeaB long à OaC,  &Lors qu'elles se lyselit  loraqu- 

a î l a a  sor i t  incübBe6 à % O ° C .  



Le micmacopis Olc;o%ronSque, cornne on peut Te oons- 

tater sur la pl.ancbe 3 , me* an &-ridence ICB r n u d i f i ~ s t i o n s  

que yr6sentent ïee sph6soplastes en cours d1incubrtt20n. D è s  

L e s  premieres minutes, la cytopZasrne devient plus clair, 

tandis qua le mat4riel nuol8aire se condense & la périphtkie. 

Nais les tranaformxtions lés plus importantes se pasaent au 

niveau de la paroi calXe-al se deohire et forne par endroite 

des enroulemente ; puis le phenornane de lyse e'scce5lbre, et 

aprh 2 h 30 min, F1 ne r e ~ t e  pratiquement que L e s  debris 

de membranes, des "faxtfornes" et de6 sphQrogLastee en tr&s 

rnsupeis Otat. IL uieat donc pae possible  de dire que nous 

r&alisuna une incubation de sphéroplastes puisque Ta plupart 

dhentre eux ae sont lyebs des les premiares minutea dainau- 

batkon. Loreaue J- 'on comaare m o  ~ r b ~ r é f r ~ t i a ~ 1  P1 avec un& 

gréwarakion de ~nh&~onZsutea, 0111 CQO,?ATB en rBatiCB. de8 

mrticuleff YI acidritiomt4eas d e  aûelauew cellules intact= 

aveo des oellulee intactes r n t s l ~ , n ~ ~ e c ~ r a s i d  nombr~ 

de nfantoaterq", A notre avis, cette camparaiaûi-k n'est Bvidem- 

ment pa@ valable. 

La propri$té des sgbéropJeetes de se lyser au 

oours de l'inouba%ion, eet Le seul proc6d6 que nous ayons 

B notre dieposition pour B l i m i n e r  cee ceîlules des prépara- 

tions, et étudier l'sctivité des particules suboellulaises 

elles-m9mea* 



2 . Elimination des sphdxopl~ste~ par pr$ipubat$on 
- - - - . . - . P . - - - - -  - - - - 

La principe de l'expérimentation est d'effectuer 

une prdincubetion <tas préparations Pl dana un milieu tel que 

la erynthi)se pro.t;4ique ne puisse se r&al,iaer. Apr$a  quelque6 

heures, la plupart: des cellules viables ee sont lyeéea ; on 

effeotue alors ltïncuba;tion dans des conditions nomaales. La 

quantite de phoephatase obtenue as% cornparde B celle eynthd- 

tis9e directement par Lai. mClrne prdgarazion non ps6incub8e. 

Pour empêcher la eynthi3aa prot6ique de se r d s l i s e r  

durant la pr&incubation, nous avons privé le milieu d'incuba- 

tion de divers  acides aminda. 11 f a u L  remarquer oupendant, que 

l'incubation, dane des conditions tellsa que les aph4roplastes 

soient incapables de synth4tiser leure prapree prot8ine6, 

abaisee ne-ttement leur 'taux de lyse, comme nous l'avons montrd 

sntdrieusement (44 ). La diminution du nombre de sphéroplastee 

reete enoore apprGciable, naaie subi t  des variations d'une ex- 

perience & l'autre. Trois types dSessaia ont 4 t B  r6disés  : 

a / L o r s  d'expériences prdic8dente~, nous avions aonstatd 

que des baotdries ou des sphéropiastea, provenant d'une cul- 

ture rsur m i l i e u  riche, 6taian.t; inoapables, après lavages et 

pendant l e s  tempe habituels d'exp$rienee, dieffeotuer l a  syn- 

thhse des protéines ensymatiques lorsque le milieu d'incuba- 



t fon  é t s i t  priv6 de v~line, de Icucbe  et dtisoleu@ine (VLT). 

Nous avone retrouvi ce fait avec 18 P l .  Les prdpasations 331 

contenant un certain nombre de uellu3es viables, sont préin- 

oub4es dans l e  milieu utflàs6 habituellement pour la eynthgse 

üe l a  phospbtase aLcaLine, m a i s  privé de VL3. 

Ltaddbtion de VLZ & la fin de diffdrents tempe de 

pr4incubation en absence de aes t r o i ~  acides aminés, provoque 

la reprise de la eyr~thèae ensymatkque. Dans oee aonditione, 

llactivitd de synth&sa du 21, ~ 3 %  L'on euppoae qu'elle est due 

aux aphBroplastee vivsnts, serait devenue, selon 198 cas, 4 

iA 10 f o i s  plus grande, ce qui nous parait abeusde. Une telle 

expérisnoe eet repr6aenLie sur la figure 16, 

Le nombre de cellules viablee du aysterne qui est 

5 4 4 de ?,2F).?O pour la tdmoin, tombe B 1,25.10 e t  1.10 wrés 

pr6incubatiolîsrespeotivmde 2 h 30 min eL 3 heures en abeeuce 

de VLI. Cea deux systames contiennent donc moins du dixieme 

des cellULee viablea du témoin : ces systèmes incubds dans 

les conditions normales, vont synthdtieer l ee  trois quart ou 

l é t  moitié de la phosphatase alcaline produi%e par le ternoin 

5 (renfermant 1 ,25 -1 0 csllules oiablea). 

Les deux premières expériences du tableau XV 

rendent comptent de réaultata identiques. 



Fiaure  16 

Cfndtiques de la s:/nth&se de ln phosphatase en 
fonction du nombre de cellULea viables au temps O. 

temps d'incu- 
bation en h 

5 .  û---û Pl non pl.Bincub4. 1,25.10 cell. viables au temps O. 

O--. Pl pr8incubé auparavant durant  2 h 30 m i n  sans VLI,  
VLI a j o u t é  au temps 0. 1 , 2S .104  cell. viables au 
temps O. 

4 NiSrne pr4pctsation m a i s  pséincub0.e 3 h. 1 .IO ceU.  
viublee au temps O. 



Unites de phssphataee alcaline eynthétiade par la fraction Pl 
préincub6e dans d i f f d r e n t e s  conditions. L e s  tdmoins (a) cor- 
respondewt il la meme fraction inc~~bt -e  directement d a s  le milieu 
complet. Les témoins ( b )  esnt Incub6s durant 5 h dans les milieux 
incornple.kc. 

préinaub8 3"lh 

préincubé 3h 

"emoin s m a  



b / Nous avons conf frmd ces r4sul%ats  en préincubant le 

Y1 , soit en absence d 'arginine (tableau XV) , s o i t  de tous les 

acides -inés (%abloau XVZ). Le Pl 4 t m t  obtenu à partir d'une 

souche k r g u ,  l'absence de c e t  acide minE,  cornme de i4enseir.ble 

de ceux-ci, empêche touLe synthEse prot6ique. Les résultats 

obtenus sont st~pcrposablee à ceux dom18r-, par l e s  expériences 

de prGincubetion sans V L I ,  J i  e e m b l e  donc aue la esrithase de 

&a ~hoenhataee alcaline soit le fait d'k.l&rnents au%res Que les 

svhéro~lastae vivante, Nous allons cependant examiner un c e r t a i n  

nombre d'objoction~ qui peuvent être: apportées R cette d4aionû- 

*ration. 

Les expQriences des tableaux XII e t  X V I  permettent 

de calculer la quantité m i n i m u m  ce phosphatase alcaline eyn- 

thétisde p a r  les particules subcellulsiree proprement d i t e s .  

Duns l'exp4rience 2209, 127 unit48 ae phosphatase sont eynth8- 

t ioees  B l e  f o i s  par le Y7 et l e s  1 ,25.105 cellules viables 

que renferma l e  milieu en débat  d'incubation. 

Nous nous placerons dans iea plue mauvaises condi- 

tions en supposant que ces 127 unités nont exclu~ivement synth6- 

t i sées  par des germes viables, Mxaminons maintenant la âystBme 

saas V L I  pz-&incu'a& 3 heures ; 13 renferme l o r s  de l'addition 
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Unites de phosphattise alcaline synthétisée par ln fraction Y? 
pr6incubde dans différentes conditions. L e s  temoins (a) cor- 
respondent à la même fraction incubée directement dans le m i L i e u  
complet. Les tdrnolne (b) sont incubés durant  5 h dans les milieux 
incompkets. 



4 de ces acidoe mi.n4s, 1 , 2 5 . 3 0  germes, cte;st-à-dire 5 , 5  foie 

moins que yréc&derrunent. 

3i le synthèse &tait le fait des sphéroplastes, 

elle devrait Zstre dm$ Le cas prgsent de 127 divis4 par S,Lj 

c'sel-&-dire 23 unitéa. Ur, e l l e  est de 87 unitds, La diff6- 

rence qui reprdaente la quantité d'enzyme aynthétis&e par Les 

particules oubcellulaixes, s'Qlève pour cette expdrience 

73 p .  100 de la quantite totale de phosphstase synthétie8e ; 

il s'agit d'une valeur minimale si l'on consideret que Les sph6- 

roplcatee se lysent continuellement au cours de i n  sgntheae. 

Le même calcul appliqud à. l'expsrience 0410 dane laqu€?lh. La 

préincubation est  effectuée sane acides a i n é s  (tableau XVI)  

attribue aux particulos b9 p. 1 0 0  de la synth&se %o.tale de 

LEZ prépara-tion ~ ' 1 .  On peut donc conclure aue Je, fraction D a r -  

titulaire 21 er;t res~onauble an moyenne de ~ 2 u a  da 30 8. 1 00 

de Xa ssnth&se de la ~hosnhataee alcaline.  

Le raieonxrement que sou6 venone d'exposer, ne peu*- 

Qtre tenu que si quktre conditions sont remplies : 

a / 11 faut d'abord que le nombre de cellules viables trouve 

correeponde h la rGaiité, Jin effet ,  iL e'agit de aultiver L e s  

sphdroplastes, ceZluLes fragilee, en miLieu solide. Lgexpé- 

r ienco que nous wons acquise dm6 la culture des sphéroplastes 



( $2 , 72 , 78 ) noue a fa i t  choisir la technique de culture en 

profondeur, en m i l i e u  très riche contenan-t; du saccharose et 

du sulfate de magnésium, comme nous l'avons expas4 au chapitre 

~ ~ ~ é t h o d e s  s-t Techniques. Le tableau X V ï Z  montre que l e  nombre 

de colanies obtenues est quatre fois plus i m p o r t a r i t  par ce 

procédd que par la culture en surface habituellement psdconist5e. 

i1 est Bvident qu'un certain nombre de cellules, quoique viabies, 

ne se développent pas sur notre m g l i e u  ; incapable de les cul- 

tiver, leur pourcentage nous est Bvidemment inconnu. Nous re- 

joignons ici le yrablbme tr4s génoral de la num6rat5on  de^ 

cellules bactdriennea, numération toujours relative & la tech- 

nique utilisée. Canû le cas preseat, on pourrait penser que Lee 

sghéroplsstes, après incubation, aont 1Eg8rement d t é s 6 s .  donc 

moins aptes h os dt5velopper daas l a s  milieux de culture ; ce 

fait pourra i t  fç-ussar nos numérations. Cependant, lorsgulon 

s u i t  la lyse au cours  de l'incubation ~ Y L  microscopie optique, 

on constate une syoportion de lyse sensiblement égale à cel le  

trouvée par numération. Par ailleurs, let examens en micros- 

copie électronique confirment oette lyse, 

b / il faut ensuite que la aÿnthbse de la phoapha%sse soit 

propor.tiomel.le B 1~. cjuan-l;itd de Pl  ou de cellules utilis6ee ; 

en effet, si dsns nos conditions expdrLrnentales,il y avait en 

cours de synthèae épuisement du mil i eu ,  elle deviendrait d'au- 



TABLEAU X V I I  

Numération des cellules restées viables dans la 
prdparrition Pl : cornparoison selon 1s -t;eciinique emp2oyée des 
résultats obtenus. 



tant plus grande que le nombre de cellules viables serait plus 

pet i t ,  i9 s'en su iv ra i t  donc lors des z-8incuba.tions des modif i -  

cations du pouvoir de synthEIae qui rendraient s m 8  valeur noEi 

essaie. Or les  courbes den figures 7 et 8 montrent  que pour 

des conceni;rations voisines de celles que nous utilisons habi- 

tueli-emeni; (0,3 ml de P? pour 2 ml final de milieu d'incubation), 

l'activité phoaphataaigue reste proportio&elle au volume de Y? 

utilis4 duns le mElange d'incubalion, donc proportionneLie aussi 

au nombre de cellules viables  qu'il cont ient .  

Dans les exy)érisraces coneibm4es sur le tableau XVTJ.1, 

noue avons rmen8 la quantité d'enzyme synthbtis4e par quatre 

prdyerutions Pl , à 1 o5 cellules vivantes, pour chaque prépa- 

ration 321 correspondarite (en ouppoannt: que la synthèse est 

le fa i t  des cel7d.ss  viables) ,  On constate pour chaque prbpa- 

ration que la dilution nfendra£ne pas d'augmentation relative 

de 18 synthèse. La dimi.nuxion du nombre de celXules viables na 

peut donc exul inuer en aucun cns l'au~rrnentation relative de la 

rsyn-thése. 

Yar ail leurs,  11 fu-ut remarquer que l'emploi de 

Îalbles concentrations de Yi réalise des systèmes d'incubation 

renfermant environ 2.1 o4 cellules viables,  et que dane cee 

conditions, la synthèse de phosphatc~se alcalirie est encore 

m i s e  en Bvidence. Ces rdsultsts vont & l'encontre de ceux 



ELude, en fonction de la concentration en Pl 
du miLieu d'incubation, de l 'act i t*i t6  phosphatasiq-ae 
ramonée à un nombre ddterminé de oellirles viables. 
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obtenue par X c z b i n o w i t z i  (208) pour la synthèse de lafi-gdac- 

tosidaee.  Celui-ci en ef fe t ,  ne decele pZus aucune synthèse 

lorsque le nombre de germes v i ~ b l e s  es-1; inférieur a 1 ,'i .10 
7 

par ml de milieu d'incubation. 

c / O n  peut se demander s i ,  oomme l e  suggere H a b i n a w i t e  

(2081, au cours da l'incubation, les sphdroylastes survivants 

ne crorssent pae en volunis ; un nombre inférieur de cellules 

viables renfermerait au total une masse identique de m s t d r i e l  

cytoplaamJque, et de ce fait ,  poss8derait le m ê m e  powoir de 

synthèse. Rabfnswit~ bese sont hypotlièse sur l e  f a i t  que les 

bactéries sont capables de ûe d6veLopper daas l e  milieu d'in- 

cubation, donc d'augmenter leur masse cytaglaamique. Cependant, 

il ne asagit pas ici de bactdrien, mais de sph6roglaates dans 

un milieu contenant SOC0 a t b s  de ptSnicilline par ml. 

Nous avons conetatB ar,t&rieurernent, aano une étude 

en microcinénratographis, que des sphdrupla8~t:es en milieu conte- 

nant de la p6nicilline f o r t e m e n t  geptûnQ et gBlosE, donc prolec- 

teus,  nont  capables de survivre, d'augmenter de volume, et dans 

cer ta ins  cas, de se diviser ( 7 9 ) . Par contre, s x r  milieu d'incu- 

bation depourvu de protçines solubles, les spb4roplostes. oomme 

noua laavone disjà dtscrit (41 , 44), se lysent tr&s r&pidemen.t; 

et noua n'avone j n m n i s  observtS de m o d i f i c a t i o n s  de Leur volume 

après plueieuro heures à 3 0 u C  3 1 ; cela ne pourrait 



pasuer inaperçu, puisque lt- ditmètre des cpJLuLee devrai% pu 

moins doubler pour Que Le volume cellulaire reste le mQme 

loreque 90 p. ? O b  des ceirtule~ s e  eon-t iys4es lors de l'in- 

cubat ion.  

d / 0x1 pewt encore ubjec%sr que, ai I n  fo~na5ion de Irc 

mo14cule enaymetiqus aceive est bien le f a i t  dea sartiaulea 

eubcellulairee, celles-ci ne f o n t  que cornplBtes u n  pr&curseur 

synthdtise? par L e s  cellules viables avant Leur L y s e .  Ce pro- 

blÉme rejoint celui de la sgnth&se l15e novon, a savoir si 

les pasticules aont cngabies d'effectuer ka sgnrhdee induite 

de la molécule à partir de RNA messeger, et d'attininoacyl-tRNA, 

ou bien ei une cf?aTxrs pr4form8e est indispensable. Ic i  nous 

ne tirerons parti que de6 sxp8riences d B j 2 ~  dt-critee ; noue 

domerar~s  dancs Le quatriama c h n ~ i t r e  lLra dérnorist-ration basda 

sur l ' irny,oe~ii>Jiii;B de f ~ ~ ~ c r  i :r  ~iokn~rfre  rnol8c1j3.e de phoagira- 

taee  active en absence 6e synthhse de fGA neesager. 

L e s  expQrlences du tableau F'1I mantrsnt quren ab- 

senas de t u u t  acide amin8, la l y ~ e  de8 sph4raplastes a l i e u  

et quSapr&rir, le taux de synth8se de Zfena.yrno, reste cependant 

pratiquenent la même. Dans ces conditions de pr6lncubation, 

une quan t i t é  faible de p s o t b f n e : ~  peut ê%re ~yn%hé-t;ls&e, mais 

elLe noua semble tout &, îai* ineili'fisante pour assurer & ce 

m o m e n t  Itt construclion, même parf;ielJ.e, de In rnolc?c~de pro- 



tidique ; B moins que la phoepha-taee, dans 1sa conditions de 

d4répression, s o i t  fornde préférentiellement, ce qui n'est psa 

le cas comme nous le montrerona dans la chapitre IV. Les 

eph6ropîaete~ pourraient synthétiser le RNA uieseager ep6aifique 

de la ph08phat8se avant leur lyse. C e  m W A ,  en solution, 68 

fixerait eur les particules, ef permettrait 1161aboration de 

la mo1i;cd.e enayrnetique ; le mRNk devrait &.tre soluble, car 

les syn-t;h&~es protidiques sont ridisées au niveau même des 

particulee préexistant dane la pr4paration P l ,  et non sur lee 

fragments de membranes provenant de la lyse des sphéroplaetee 

au coure de L'incubation (r~sultat d'autoradiographie en 

microscopie électronique, communication persaraelle : Guiliatama, 

PetiLprea, Deschamps). Or, il nts jamais B t B  possible dlac- 

céïérer les syath&ses, en ajoutant Le surnagernt d'une r6action 

en cours d'incubation, à un eysteme en adbut d'incubation. Il 

n8y rt donc pas formation d'un rnHiJA soluble servant d'initiateur 

A la synth8se dans lee  particulee. 

Ces d i f f d r e n t s  armamenta mettent en Gvidence l'ab- 

sence de pri5curseur synth6tis4 pax l e s  s~héro~lastes. avant 

lelm lyse au sein de la ~ré~aration Y i  , e t  l'ensemble des 

r6euftste expérimentaux exnos&s dane ce cha~itre démontre Que 

les  articules subceZlulaires sont reewonsables de la synthèse 

de la vhosnhataae alcaline dans la fraction P l .  

O O 



ETUDZ DES FACTEURS POUVANT WODTFIEK 

LA ~ H k S ï r :  LATXNCE 

Kous avons démontrd dans 1% -pitre fXX, que la 

phase de Latence pr&o&dant la synthèse de la phosphatase sl- 

craline -par la f x u e t l o r ~  P l ,  quoique ~;err,blaLle & celle ao,vutde 

par une pr&para%ion de spht5roplssles, r ~ ' Q t a i t  pets due à. la 

présenos d'une certaine prapcmtion de cellule8 v iab les  urne 

le m i 2 i e ~  d' incubation. 

hous avions v-2 d&r~s  Is deuxleme chupitre que la 

durOe de ce-tte y h a e  varie selon les ~~r&sarat;ions 2'1, nsah 

reste statistiquement toujaurs i m p o r t m ~ t e .  E u e  set supOrieure 

de 1 h 30 min à celle constatée l o r ~  de la synLhBse de la 

phosphatase etlcdine par les bactdrie~ provenant de la même 

souche. 

Avan.t; da recherckrer l e s  Sacteure reeponsables de 

la phsse de latence dane la eynthhsa de 1s ghoepiistaee d c a -  



line d d r é p r i m d e ,  nou.8 eillone b%ud3er sa sp8cifici.t;é d a s  un 

prenier paragraphe. 

Z . SPBCXFICITE DB Wl IHASE DEI, UTBKCE POUR LA SYNTHESE Dl3 LA 

PHOSPHATASE: P;1;CAL1Nl3 ?AR LA FFACTTOPd Pl  I)B LA YOUCti3 K I 0  A r g  4 - 

A v a n t  dt8-t;udier plus particuliérement la phase de 

latence que nous avons pr8cbdewent d & u r i k e ,  il fal la i t  en 

deteminsr la cause. En effet ,  cette phase de latence peut- 

Atre epdoifique de la syn+h&se de la phoepbatase alcaline e L l e -  

marne, de 1s couche ou da la pr6paraLlon P l .  La comparaison 

entre l c ~  durde de La phase de latence pour la phoephataee al- 

caline et ce l le  necessaire pour que debute le eynthPse globale 

tiee prol6inea, est; reprdsentée sur la figure 17. LttSvaluation 

de lu synthèse psot4ique totale eüt donnee par l'incorporation 

de l'argiriine I4C! d a i s  le preoipité obtenu en pr6eence d'acide 

trichloracdtique (TCA) .  Far ce p r o c 6 d 6 ,  la formation des p e t i t s  

sept ides .  cal?.: dos protdines actives, et lsach4vemant de 

chaznes pr4axisttmtas, ne peuvent GLra distingu6s l e s  uns des 

autres. On constate (figure 17) que la eynthèse globale des 

polypeptides dghzrto 3 h à 2 h avant celle de la phoftphatasa 

dciiline. A quels facteurs attribuer asSte diffdrence ? 
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Comparaison des temps de latence pour ln synthèse de le phos- 
phatr-tee alcaline et: des protc5fnes totalee.  La syntheûe de - - * ;  

dernières est euivie par incorporation d karginine ' 4 ~ .  

i 

I 
< 

? 

O 1 2 3 4 5 temps d'incu- 
bation 81% h 

Oc-+ Cinétique de l'incorporation de l'asginine mat-qu4e 

0--.0 CinBtique de La synthèse de la phoephatase 



A , LA PBASE DE LATSNCE S3:iiAIT SYSÇIPXQUE DE LA SOUCm 

Le f a i t  d'utiliser un mutmt exigeant en arginine, 

gui pourrait inuorporer grt5f6rentieî.lernen.t cet acide miné 

contenu dane le milieu exterieur, pourrait Qtre & la base du 

ph4nom&ne observ4. 

Divers r6sultate noua font rejeter ce t te  hypothèse : 

- Nous obtenons Ise marnes types de courbes en rsm- 

plagarit l'arginine ' 4~ du milieu d'incubation, soit par la me- 

thionine ' 4 ~ ,  soit par Is lysine ' 4~ (figures 18 et 1 9) . 
- L e e  résultats sont encore identiques lorsque le 

4- 
PI u t i l i s é  a ét6 pr8par-& & partir de la souche &. co l i  KI0 A r g  

(figure 20), m a i s  Bgalement loreque la souche utilisee osL trOs 

dif fbrente  (200 2S F l a c ,  H f r  C,grovenwt toutes deux de la 

souche ~12). La dLÎ2érenca qye l'on obsezve entre la durde de 

la phase de latence de la phosphataae d c d i n e  et aelle de la 

syntheee g1abaXe des protéines est donc un ph8noaène gQnbral,  

reproduotfble, ind6pendant de la souche. 

B . LA PHASE Dl3 LAThWCS SBRAIT SPBCIFIQUE DI3 LA YYNTHSSE 

ij ' UNI3 GROS SE AOUCLiLB ACTIVE 

D a n s  le cas présent, le t e m p s  nt5ceesaire à la syn- 

thasa de la phosphstase dicaline serait plus important que 



Ls phaee de latence obsesvde lors de la synth&se 
globale des protéines e a t  ind6pendante do l'amino-acide marpuO 
utilis6. 

t e m p s  d'incu- 
bation en h 

O---* Cinétique de l'incorporation de l'nrginine marquée 

@-- - C i n é t i q u e  de 1 incorporat ion de la methiclnine marquée 

0-0 Cint-Stique de la 6:rnthèse de la phosphatez~e 



La phase de latence observée Zors de la synthèse 
globale  des protéines est IndGpendante de ltarnino-acide marque 
u t i l f s 6 .  

O 1 2 3 4 5 temps d ' incu - 
ba.tion en h 

@---Ji Cinétique de 1'2ncarporation de la lysine marquée 

O--Q Cinétiqi~e de la synthèse de Xa phosphatase 



Le Pl utizi68 a 4té préparé $. partir de la souche 
E. co l i  KI0 ~ r ~ + .  L'aspect gSn4ral des cin6tiques n'est pas 
modifié. Le dOcalage observé entre les tempe de latence n'est 
donc pas sp6ciflque de la souche E. c o l i  K10 Arg'4. 



celui requis pour Itélaboration ou la finition de petites mo- 

léoules précipitables par le TCA. 

Noue avons 6liminé les acides aminés marguBs l i e s  

B leur RNA de t r nns f e r t ,  et qui sont précipitables par le ?CA 

à froid,par chauffage à 100QC durant 5 min du mélange de 

précipitation. Le temps tr&s court d'hydrolyse nientralns 

que la destruction des molécules fragiles qui sont 62ininGes 

par lavageer. 

- Nous avons représenté sur la f i w r e  21 les cou.rbas 

qui correspondent & 1s synthèse de la phosphatase alcaline et 

B l'incorporation de ltsrginine 1 4 ~  dene les pr0cipités TCA 

avant et; aprQs traitement é3, 1 0 0 * C ,  Yi, dana ce dernier cas, 

l'incorporation es t  diminuée, la différence représent&nl l'ac- 

cumulation des aminoacyZ-LHIJA & ce niveau, la phase de latence 

n'est pas augmentée, ce qui devrait e t r e  si la s:bvnthèse de ces 

molécu2es masquait simplement une p h a ~ e  de latence identique B 

celle de La phosphatase alcaline. 

- Pour confirmer ces faits, nous avons étudié la 
synthèse d'une autre mol8cule enzymatique, celle de la#?-ga;~sc- 

toaidase B l'aide de La meme souche K.10 ~ q g - 4 .  

La prt5parati~rt du Pl est identique ii c e l l e  décri%e 

dane le chapitre I. 

Les coriditione d'incubation et de dosage son t  celleln 



O 1 2 3 4 temps diinctr 
bat ion en h 

0 - - 0 Cinétique de l *incorporaf ion de 1 'arginine 4~ 

. * - - 4 Cinétique de ltincorporiition de l'arginine 4~ 
apr&is txcitement & 1 OO°C 

Cinétique de la syntli&ae de la phosphatase 



decritee par le groupe de Nisrnan ( 1 52,154,156) . 
Les conditions d'incubation sont voieines de celles 

que noua avoae d d o r i t e s  gour le aynthèse de le phosphatase al- 

caline. Les différenaee sont les suivantee : abeence de csLoium. 

qui n'est pas nécessaire ici pour bloquer les ions phosphate ; 

abeenceaussi de nlucose, répreseeur de la synthèse Anduite de 

lrp -galactosidaee ; par contre l'addition de marman&ea en 

bloquant la polynucléotide phosphorylase, augmente ltaotivité 

de eynthese alors que pour La phosphataes, comme l'ont montre 

GuFUnume et cou. ( 80 ) , le preeenee des ions 1vIn2' inhibe 

spécifiquement sa synthèse ; le mélange d'acides aminée utilise 

oorreepond 1 la compoeition en acfdee amines de lap-galacto- 

eidase ; enfin, les concentratione en particules Y7 sont 5 fois 

moine importantee que pour la eynthèse de la phosphatase al- 

caline. 

La eynth&se de ltenayme ne commence qu'aprèa ad- 

dition de l'inducteur ; noue avons employé l'isopropyl thio 

p-galsctoeide ( 1 w f ~ )  à la concentration finale de 2.1 0.~1. 

Selon le schéma de Jacob et Nonod, que noue evona reproduit 

sur la figure 2 ,  l'addition dtlPTG déclenche fa synthèse du 

mRNA correspondant B lap-gslactosidaee, comme L'absence do 

phosphate inorganique (répresseur) provoquerait la formation 

du messager de la phosphatase. 

Les cinetiques de la synthgse des 2 enaymes par la 



meme preparation P l  employée su m8me moment, sont reprOsentdes 

sur l a  figure 22. Noua remarquons que celle relative B la ~ y n -  

t h h e  de lag-galactosidase induite prdsente une phaee de 

latence nettement inférieure $ celle de la phosphatase, et 

pratiquement euperpoaeble B ce l le  obtenue par l'incorporation 

d'un acide amin4 marqué dane Ise polypeptides. 

Il reesort des deux expérienaes que nous venons de 

décrire, que ce n'est pas 1s difficulté de synthétiser une mo- 

18cule enaymatique active qui est & l'origine de la phase de 

latenae ; on pourrait admettre en effet, que la rnol6cule de 

~ g a l a ~ t o s i d a a e ,  compos6e de trois rnonomèree et de poids mo- 

16oulefre supérieur B celui de l a  phoephataee, serait plus di$- 

fieile ii élaborer, donc qu'elle se eynth8tiaerait plu8 lentement 

que celle de la phosphatase. 

La phase de latence pour nous, est un phenornéne re- 

productible, mais dont la duree set 16gArement vcariable. Yar 

oontre, Bishop et coll. ( 17 ) qui ont également travaille avea 

la fraction 21, oat obtenu daas le cas de la phosphatase aL- 

caline une phase de latence réduite Q 45 min ; inversement, 

elle 8'6lGve d 2 h 30 min pour les proparatione 21 de hanson 
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Conparaison des cin6tiques pour la synthèse de la phosphatase 
e.1; de la @-galactosidase. Pour la ,&-galaatosidase, lers con- 
ditions d'incubation aont décrites dans le texte. Une unit4 de 
a-galactasidase hydrolyse une m t u n o l e  d'ONPG par minute à 30°C. 

unités PA 

--- 
O 1 2 3 4 5 temps d'incu- 

bation en h 

e-4 Cin4tique de la synthèse de la &-galnctosidase 

0--0 Cintéique de la synthese de la phosphatase 



et 0011. (127). Noue avone vu pr4c8demmen% que 1s durde moyenne 

de l a  phase de la-tenoe observ6e aveclr noe pre5garstions O t a i t  de 

3 h 20 min. 

Bi nous effeotuone les marnes oomparaisons pour la 

phase de latence relative à l a  synthèse de lap-galaatosidase 

nous la trouvone &gale A 45 min dans l e s  travaux de Niemaa et 

col1 . (1 5 8 ) ,  alors qu ' e l l e  se prolowe duz6nt 1 h 30 min au 

couxs de noe expériencee. 

Elle est dans oe a m ,  seneiblement 6gale B celle 

que nous observons au cours de 1s synthese totale des pro- 

tdines (30 min et 2 h 30 min B t a n t  dea valeura extr$rnes), 

alors que pour Nisman et  OOU. 18fncorporatfon sleffeotue 

d1emble5e selon un taux constant. Il semble donc que le phase 

de latenoe soit car&ct6ristique du mode de préparation de la 

fraotion. Pl . 

D . DISCUSSION 
L8exasnen dee cinétiques de l'incorporation dee acides 

amines rnarqu&rr et des aynthc'taee de l a  phoslphatase aloaline et  

de lap-gaLactosfdeee, noue amène à coneiddrer deux parties 

dsns L a  phssa de latence totale obeervde lors de l a  eyntheae 

de la phosphatase. 



1 , Uns prernikre p h a ~ e  de latancs non spdciflque 
- C I - - - - - - - " - - - - - - - - - - - -  

&Lie &&bute avec: l.'incüba%loxz et ;srend f i n  loreque 

l i a  raynthè~e de lak-$alac tos idnse  et .l 'L-slüor~cruJ;ian des acides 

aminBrj rnsmqu6a com~ncexa%; durrai; cc.-rtta phna@, l'activitd de 

synthese da 15 pr4para.%ion eet sxtr&rnemenl fa ib le .  

hl2.e peut  Étre due un proce$&& de prép~ruLion qui 

dégrada snomalenusnt: ka ffr;,cê..t&arn P l .  Elle serait donc l i 4 e  à 

la structure des parrtiç~zlelg qu9 doivent ne reconstdsuer avant 

de devenir 2ô support riieclbrrmaire ind.islires.isrtble à la syntheae 

de% grosses rnolt-cales actives.  &fals il ne s'agit; pas s c s u i e m e r l t  

ici d e  La faxmation de protéfneei Sonctionnel.Lee, niais auecr da 

celZe do pe-ti-és pept ides .  C m  peut donc admettre que c e t t e  phase 

de Jatenca serslt pravcguée par  198liminatron au cours de la 

préparation, d'mi facLeur indispensable devant etre ayn th4 t i sé  

ou reco~binQ avm-i: que le sjzztht56e as caamcnca. 

2 . Une Oeuxlbme r'base de latence ep8c3,ïigue da la phoe- 
* - I - - m - U - - - - C - C I - I - - - - - - - -  

phatace alcaline 
- - " - r - L L m  

Xlle correspond rxu décalage observé antre Le début 

de La synth&i.se glubah 6ea pohypeptliies et celle de la phou- 

phatuse alcaline. 

Four aborder  ce probLSme, nous ai.lanu faire le point 



de la concept;ion actuelle de la synthése de la phosphatase al- 

caline et de sa régulation. Hosiuchi et coll. ( 92 ) puis 

T o r r i a n i  (209) observent que 1s privation en phoephaixa inor- 

ganique du milieu da culture d ' B .  coli entrasne la synthèse 

de la phosphatase alcaline, inversement aucune activité enzy- 

maxique n'est décelable après culture sur milieu contenant un 

excès d rorthophosphate . Divers auteurs ( 48; 61 $1  15 ) e t  prin- 

cipalement Garen e t  Bchols ( 5 8 )  ont ddmontré qua la synthèae 

de la phosphstase alcaline est sous le contr6le de t ro i s  g&nes : 

un g&ne de structure P et deux ei?nes régulateurs RI et R2. 

Ltexistence du gène de structure eût nettement établiepar la 

fait que des mutations & son niveau se traduisent par des ai- 

térationu de la molécule de phoephataoe alcaline lore de sa 

eynthèse. Cette dénionstration a demandé de nombreux travaux sur 

l'isolement, la structure et l e s  propriétds de 3a phosphatase 

alcaline. Ieolée par Garen et Levinthal ( 60 ) par chroma- 

tographie sur DEAE cellulose, e l l e  a B t B  cristaLlis4e par 

Iv ia larny  et Horecker ( 1  25,126) et diverses techniques de purif k- 

cation ont 6td compar6e~ par nous-mames { 4 3  ) . Garen et Levinthal 

lui a'ttribuent un poids moléculaire de 80.000 e l  la consi- 

dèrent oome une métalloenayme, ce que confirment Ploke et 

Levinthal (171) en démontrant la prdeence de deux molécuLes 

de zn2+ par mal4cule d ' enuyms . Levinthel et c o l l .  ( 1 1 6 )  par 

2+ réduction du groupement disulfure 5i .b  aux ions Zn disso-  



cient  l a  mol6cule enzymatique en deux monomères. D i v e r s  auteurs 

ont  Btudié les propri&t&s de cette eneyms (60,1b7,188) les ont 

comparées (55). Il semble mainton=t certain que les sites 

a c t i f s  de ltennyrne serait formés de phosphate de sQrine (51, 

170,172,190,191 ) . En u t i l i s a n t  1.a rndthode des "f ingerprints" 

Rothnlan e t  Byrne (182) trouvent que l e s  deux monomères  ont 

identiques. Schleainger et Levinthal (189,) puis Fan et colla 

(53) par dimdrisation de phosphatases provenant de mutante 

dont 1s mutation porte sur le gene de structure P, obtiennent 

i n  vitro, par recombinaison, des hybrides dont les activitee 

enaymatiques spécifiques peuvent dtre différentes. 

La r éa l i s a t i on  de ces travaux a donné une Sdée 

préciea du fonctionnement du g&ne de structure, ce qui h'eet 

p s ~  la cas pour les gènes régulateurs RI et R2. Le système 

propoed pour l a  régulation génétique de l a  phoaphatase alcaline 

est très complexe et l'absence ae publication sur ce sujet 

depuis oel le  de Garen et &chols ( 5 8 )  montre que nous ne 

eommes pae le seul à consid4rer que l e  problème n'est pae 

engagé sur une bonne voie. 

Selon le schéma de Jacob et Plonod, l a  synthèse de 

la phosphatase est réprirn4e par Xe phospkiate minerCi.. En pré- 

sence de celui-ci, une molécule devierit un répresseur actif  

qui empèche la transcription du gene de struoture P .  C e  ré- 

preeaeur serait de nature protéique ( 5 9 )  et métaboliquement 



instable (56, 57 ). Cependant deux -types de contr63.e~ exie- 

teraient, l'un aurait pour site le @Br18 R I ,  une mutation à 

son niveau permettrait la syntfiése d'enzyme en présence de 

ooncentrationa faibles en phosphate, l'autre aurccit pour site 

R2, sa mutaMun entralnsrait la formatian de phoephatase, 

quelle que soit la concentration en phosphate mingral.. Pour 

expliquer l e  fonctionnement de ces génee, Garen et achola 

f 58) émettent l'ltypothèse suivante, i l lus tr6e  aur l e  sohérna 

ci-dessous : 

gàne RI + gbne RL+ 

Du g&ne R1 serait transcrit un inducteur cytoplasmique actif en 

présence de P C ~ + .  En effet, il faut uns concentration minimale 

en phosphate pour obtenir m e  synthèse d'eniayme, du ghne 332 pro- 

viendrait un répresseur inactif ; si 1s concentration en 204 3+ 

du milieu augmente, urle combinsieon inducteur - phosphate - 
répresseur inactif, se formerait ; elle jouerait le r81e dlu i  

répreseeur actif wnpgchant la traneeription du gène de struc- 

ture P. Cette hy-pothGse valable pour un muternt totalement 



+ ;  + 
d6réprimé du Lype P hl ~ 2 - ,  n'explique pas pourquoi certains 

+ + 
mutants Y ~ 1 - ~ 2  ne sont que partiellement déréprîmés. Ce- 

pendant, de très nombreux travaux ont eu pour objet de déter-  

miner B quel niveau s 3 e f f e c t u e  l a  r&gulation, ceux-ci ont O-t;é 

à l n  bsse d'hypothèses pouvant être appliqu4es ù la synthase 

de la phosphatase. 

Spencer et Karrie (1 97) et, aussi, Aronson et 

del V e l l e  ( 6 )  situent la rdgulation au niveau de l a  trane- 

la t ion ,  c'efjit-&-dire l o r s  de la lecture du mRNA qui dans 

ce oas, se sgnthétieerait et se dégraderait aimultan4men-t 

lorsqu'il est de type in~tsbla, ou se trouverait stocké lors- 

q u ' i l  est d'un type plue stable. Des conditions physiologiques 

cellulaires appropriées seraient nBcessaires pour qu'il soit 

traduit en protéines ; un autre modble dtapr&s Stent ( 2 0 3 )  

place la régulation au niveau de  l a  tran~criytion mais lie 

transcription et traduction : il ne peut y avoir dans l e s  

conditions normales de t r a n ~ c r i p t i o n  aans t r ans la t ion  conco- 

mitante. Pour v4r i f l er  ces hypo-i;h&ses Fan (52) et  plu^ rdcrsm- 

m e n t  ivlose~ (1 41 ) ont recherchQ si L a  d6répression de la synthèse 

ensymatique pouvait se faire en absence totale de syntheee de 

mlYA. Bien que le dernier cité ne rejette pas formellemen-t; le 

schéma de SLent, ses exp4riences semolent prouver que l a  rd- 

gulation pour la phosphatase alcaline ches B .  subtilis, est 



bien au niveau de la tranecription selon l e  rnod&le de Jaoob 

e.1; kionod . 
Certains faits étudiés par Manson (127) avec le 

eyatSrne Pl de Niaman, éclairent d'un jour nouveau l a  r6gulation 

de la synthèse de l a  phosphatase d c s l i n e .  

Maneon a démontré que : 

1 - Dans des prdparritions Pl , qu ' e l l e a  proviennen-t de 

souol~es constitutives (P'BI ' ~ 2 . )  ou sauvagee (P+RI '~2') l a  

synthOse de La phoephataae dcrrline est r6prirn4e de la même 

fapan par le ~ 0 4 ~ '  e t  par les ln8mes  concentrations. 

2 O  - La réaüsaciation des monornPree de 1s phoaphatase 

r&olieée en préeencs de 2n2* e s t  fortement inWb6e Icrequ ' on 
ajoute des ions ~ 4 ~ '  au m i l i e u ,  car l e  phosphate prdcipite 

le ainc ; il en conclut que l'orthopho~phate inhibe la ~ynthese  

de l'enzyme en bloquant la formatien des dimère8 actifs. Dono 

l'absence de zn2+, c'est-à-dire la prieance de ~ 0 4 ~ ' ~  empBche 

la formation de la mol4cule enzymatique active.  II en résul- 

terait  un blocage d e s  polysomea par les  m c > n o m & r e s  qui reetent 

fixes sur l e s  sibosomee. L e e  étapes successives de l a  synthese 

protdique  paraissant btroîtement l i e e s  (la transcription du 

DNA en mRNA est obligatoirement aocompagnOe de la traduction 

du mRNA en protéines (36) pour assurer' la survie du messager), 

son =rat au niusau des ribosomes bloquerait toute la c h a m  



jusqu8B La *ranecription elle-meme. Il n'est  Bvidemment pas 

exolu que deux poeeibilit4e de s4gulatfon, d'une part synthese 

d'un répresseur, d'aufre part inhibition de l a  chafne de proche 

en proche, puiesant se superposer. 

Le retard que noue obssrvone dans la synthèse de 

Ia phosphatase doal ine  par rapport B ceUe de la ~ - g ~ a c - t o s i d a ~ e  

naes% oertainement pas da A la difficuï%4 de synthétiser le &NA 

puisque I s ~ g a l e c t o s i d s s e  et?% eynthGitis6e imm6diaternent après 

l'addition de l'inducteur. 

Qwlle que s o i t  lfhypoth&ee de régulation envieagée, 

on peut donner plus iewe  explications B ce t te  constatation : 

- h psdsence dane les particules d'un rdpreeseus 

stable,  alors qu'il est instable dans 36 cealule bact6rierme. 

- L'impos~ibiîit6 de débarrasser totalement La prd- 

parçrtion Pl du phosphate, nialgr4 l'addition de càlcium ; a p r b s  

un tempe variable d'incubation, le phosphate serait métabolis8, 

et la syath&sa enzymatique pourrait oommenaer. 

- Une concentration insuffisante en ion8 ainc dane 

le milieu ; c e t t e  hypothase peut Gtre rejetée immédiatement 

0a.r la eynthese de la phoephataae se fait sans addition d'ions 

2+ Zn ; le einc n'acc&l&re paa le prooessus. 



Daxm les paragraphes csuivacnts, nous cStudierons en 

mame tempe lea deux phases de latence, en effet, elles sont 

indiesocisblee l'une de l'autre le plue souvent. 

Nous avons chassé arbitrairement toutes les exp8- 

riencee ayant pour but de délarminer l e s  oaueee de ces phase6 

de latenae en deux parties s 

- D'abord oei3.e~ que nous wons r4a l i sders .  $ vrai 

dire au hasard, dane le but de modifier la phaee de latenue 

soit en 8oume.ttsnt la préparation Pl avant eon emploi & des 

proc1Sd6s physiques, @oit en employant des artifices techniques 

comme la pr6iacubation en absence de aynthbe protidique. 

- Puis les exp6rienoes r4alis6aer gour prouver au 

infimer nos hypothcisee. Une bonne partis d'entre elles sont 

baeéee sur l'aotion des di f fd i i ents  inhAbiteura, les autres noue 

permet%=% de discuter nos hypothDses, 

II . ESSAlS DE KODIFICATIONS D6 LA PHASB DE LATENCE 

Les eosais que noue, avons faits dans Te but d'ob- 

tenir des variations de la phaee de latence sont de Lroie types : 

- La oomparaison dse préparation? 1 et 2 de la planche 4 



met en Qvidence la disparition du DNA interparticulaire durant  

l'incubat-ion de la fraction 21. ?Tous avons pensé b- pmLtir  de 

cette obse.matian que le changement de certaines conditions 

d'incubation pouvait, en modifiant l'évolution structurale 

de la fraction d l  incubtse, se ~Bpercuter s u r  l r t  durde de La 

phaae de latence. 

- Comme il nous semblait que la ' p i l u s e  de Latence 

non spécifique, c 'est-&-dire celle qae l'an rencontre quelle 

que soit la synthèse envisagge, é t a i t  liEe & la structure mdme 

 de^ particules, nous avons tenté  ~ a r  divers procddés physiques 

de modifier c e t t e  structure et d'en rechercher les conséquences. 

- iimfin, 1:ziiac;u~i1 nous était po6sible de réaliser 

l e s  incubatiorm s a n s  synthèse yrotdique (par ornxssion ae divesa 

acides aa~in&a comme notirJ lta.vonû vu d w s  le chapitre I ' l T ) ,  puis 

de la faire debuter M volontl, nous avons profité de cette tech- 

nique pour etudier  les effets  de lu px6incuhation sur la phase 

de latexice. 

1 . Modificatioq des conditions physiques - - - . . - - - - - * - - - - - - - . - -  

Aucune modification de ln phase de latence n'est 



conetatde,  si  l k n  incube & des temptiratures différentes. 

b / L'agitation 

Si La phase de latence é t a i t  due a *me reorgani- 

sation des  particule^, lsagitat50n àovrrJIC l a  modifier : s o i t  

l a  raccourcir an accdlércmt les contacts entre les particules, 

s o i t  l ' a l l o n g e r  en empêchant 3ea contacts entre particulee. Or 

lee phases de latence obtenues avec une incubation nomnale ou 

une incubation BOUS agita;l,tion coneltulle,  sont ident.iquea 

(figure 2 5 )  . 

2 . Modiflcat&on de  l a  concentrat;ion en acides  aminés . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
a / La diminution e i r n ~ t ~ 8 e  de la concentration 

de tous  l e s  acideo aminxs parnettait d'étudier divers facteurs 

susceptibles d'interférer avec la phase &e latence non spéci- 

f ique : 

- La formation des a m i n o a c y l - t R 2 1 A  pour ra i t  8tre 

skus  Langue d 1 0 6  une phase de latence plus importunte.  

- L'inhibition posoible du syst&rne par un acide 

amint4 pourrait Btre levt5e du f a i t  d'une concentration moindre, 

d t o 6  une phase de latence glus courte ; Xe même raàaonnement 

pourrait se tenir dans  le cas OS une Asp.areté inhibitrice 

serait contenue dans une des solutlan~ dlacidea ami.nt5s. 
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Piaure 23 

Essai de madificstiona de La phase de lateme : 
l'incubation rdaliséo eoirer agitation cor-iatante ntentralna aucune? 
modification du temps de latence. 

bation en h 

0-0 Cincltique de la sgmthese de la 'phosphatase 

a-@ Cin6tiqrte de 3a synthèse de la pbo~phataue obtenue b 
partis d k e  incubation effeotude BOUS agitation 



Or si ltacoroissement du taux de aynthase est pro- 

portionnel à la concentration en acides amines lorsque cette 

concentration est critique, la phaee de Latence reste cone- 

tante (figure 24) .  

b / La concentration en arginLne pouvait 6tre la cause 

d'un d4séquilibre entre les  minoacyl-tRNA et ltarginyl-tRPJA, 

puisque noua utilisons pour augmenter l'incorporslion de 

l ' orpinîns ' 4~ une concentration d 'ergidne froide vingt 

fois inférieure à cel le  dee autres a c i d e s  aminbs. Comme lee  

résultats de la figure 25 sont comparablee A ceux obtenus avec 

les différentes concentratione d'amino-acides, cette hypothèse 

est r e j e t d e .  

3 . Modification-de - - -  - O - la-concept~ation - du glucose - - - - -  - - -  
Zci encore si le taux de synthbse est modLfi6,  

aucune modification de La phase de latence n'est enrogistr4e. 

Quelles que soient les conditions d'incubation, il 

ne nous a pas B t 4  poesible  de m e t t r 3  en évidence un changement 

dans Xa phaee de latence non sp6cifique; 11 semble bien que 

cette phase s o i t  due O. la nature mlme du Pl et non aux oonditione 



F i ~ u r e  24 
E s s a i  de modifications de la phaae de latence : 

l e s  variation6 de La concentration en amino-acides du milieu 
d'incubation ntentra2nent aucune modification du temps de 
latence. 

0--0 Cinétique obtenus avec la concen.tration habituelle en 
amino-acides 

b-4 Cinétique obtenue avec une concentration 12,5 foie plus 
faible - Ciintique obtenue avec une concentration 25 f o i s  glus 
faible 



Essai de modificatione de la phase de latence : 
les vsrintions de la concentra-tion en asginiz~e du miLieu d'in- 
cubation ntentra2nent aucune modifioation du tempa de latenae. 

r 

uni-t;6s PA 

C 

- 200 

L . 
O 1 2 3 4 tempe d ' incu- 

bation en h 

Conoentration~ daarginine en p o l e  par m l  de 
mdlange d'incubalion : - 0.05 

c--. 0,10 



WB Seequellee il foncrtionne. MQme l'addition d'un iaurnageant 

de Pl rn cours d'inaubation B un Pl en debut d'incubetion ne 

modifie en rien la phase de latenoe. 11 n'y a dono pas de aube- 

taace soluble agissant sur cette phase en coure d'inoubation, 

car le rsurnageant Pl devrait dore  contenir toue les Bl&nentia 

. YROCEDES PHYSIQUES EN2LOYIS POUR A&TBRBR L A  STRUCTURE 

1 . Homog6néimation - - v i o l e n t e  B l'aide d'une pipette - - - - - - - - - - - - - - - - -  ..i-... 

Outre  l'homogRn&ieation habituelle, lee particulee 

Pi eont d t 4 r b e s  par dee paseagee ré ipdtés  dans une pipette B 

boule, par aspirations et ref oulementa sucoeesif S .  L ' examen da, 

la figure 26 montre, pour le y1 oass6, une trac légare dimi- 

nution du taux de eynthhee, mais une phaee de latenoe identique 

B celle de la pr4parntion normale, 

E l l e  est effectude B l'aide du Raythe~nSonic Oeail- 

lator durant 2 m i n -  Seul  le taux de eynthaee diminue fortement,. 

l a  phase de latenoe n'est pari influenode, 



Esasi de modificatians de, la phase de latence : 
une fragmentation plue pouseth dee particdeet Pl nlentraSne 
aucune modifieetion du t e m p s  de latencle. 

r % 
i 
L 
1 
I 

unitBe PA 1 

, 1 O 0  

t 
i - 50 
I 

1 
I 
t 

w 

C 1 * 

O 1 2 3 ~smps d'incu- 
bation en h 

0-0 Cindtique de la eynthaere de La phoephataee 
Cinétique de In synthase de la phosphatase B partir 
d'un Pl aoaesén. 



3 . Le froid 
. L I - -  

La preSparation L'1 est conservée & O°C durant 72 

heures. E l l e  set testde lors de sa prGparation, puis t o u t e s  

les 24 heures. Noua constatone sur l'expérience schdmaliebe 

sur la figure 27, que le t a u x  de synthèse reste constant pour 

l e s  divers essais, m é t i s  que la phaae de lakence e'est allongea 

d'une heure ; ce ph&nornène n'est cependant pas constant, cas 

le plue souvent, on n'observe paa de rnodificationa de la 

phase de latence au coure de la coneervation du P1 

Comme le montre la microscopie électronique, il 

semble  que Ses procédés de cmaage ne fragmentent pas de façon 

homogène les particules. La proportkon de particules non 

touchéee varie avec les procddée physiques employés. Si l'on 

a d m e t  que ltaativi*8 est due à ces particuiea, il est normaî 

que 1% phase de latence reste constante, alors que le %aux de 

aynthèse diminue en fonction du nombre de particules reatéas 

aoelves lors du traitement physique. Par contre, ltaugmentatlon 

inconseeJrte du temps de latence observd au coure du visiUis- 

sement du Pl B OGC reste inexplicable. 

Nous avons donc essayé de modif ier  la phase de 



Essai de modifications de la phase de latence : 
epres 72 h de conservation à O°C le tempe de latence peut- 
Otre allonge d' l  h. 

unités PA 

O temps d 'incu- 
bation en h 

Cinetique de la synthese de La phosphatase 
lors de sa prt5paru;tion 

b-4 aprèe 12 h de conservation à O°C 

@-a aprh 48 h de conservation B O°C 

C-4 aprèe 72 h de conservation 8. O°C 



2-atence pnr p>*finczibation du. syezsrne, p~riscyus d u r a n t  P ' J.n"rct,z- 

bation il y a des nodifications dc la s%ruc.l;trre du Y l .  

A u  coure de .L'incubation, en absence d ' u r ~  ou du 

~ ~ U G ~ ~ U T G  acide@ aminda indisyenhable~5, le nombre de ce2-luXea 

viiszbles d 'une pr&parafztron El d i r : ? i x ~ ? l e  c o n ~ i d 6 r ~ ~ b l e m e l l t t  (c:r ,sapit  p.a 

III). Ln même t s n i p s s  ZR ~ynZ;h&se 5e protéine eet tr&s fa.LbSe, 

sinon LotriJement abolie ; iL n'est plua passible de m e t t r e  en 

Bvidence la moindre augrner~takion ci activité ,hce~hatasicj,u@ ; 

par corrtre zule cor+,~tine proportion d 'acides aminGa rna~qtn8s esta 

encore incoqor$e  dans f r a c t i o n  TCA i n s o l u b l e  (tableau XIX). 

Pu. is  npses l ' add . i t i sn  des  ac ideo  i~rninée clris ,  021 c o n s t s t ~ t  2s. 

reprine de la syxlz;hrlr;e. horxe avalra w a t r l u  savoir 8i, apr&r~ c:et.te 

addition, la dur&@ de lu. pliase de Is.tor,cc &tait; dimifiuéa. 

1 . Omission de valice, leficine et isoleucine 
- - - - - - - - - - - - Y - - - * - - - -  

On corletate sur. 1s f io,ure 2t, que 7 ladQi"cioul. de VLI 

A le.+, f i r i  üfur~e  pr4iincub&tE0n, CYL absence de ces L r o i c  aciàes 

arninBu, m ' a  oucur. e f fe t  aux la pliase de latence de la phosph-t;aea 

alcaline- (Lu courbe corre=gndsnt au s~s t i .mo  nr6iricubQ~ durcan.t; 

2 h 50 niin s 8t6 (38~ar tBe  de 4- il 20 m i n  vers Z t o r i ~ l x i e .  XI. en 



TABLEAU X I X  

Incorporation dtacides aminés marqués en absence de 
synthese phosphataaique : on observe quand marne dan6 ces 
conditions l'incorporation d'une certaine proportion citamino- 
acides marques dams la fraction TCA insoluble. 

Incubation de 
5 h 30 min 

UnitBe 
phosphatasiques 

mpole de lysine 
incorporde 

1 

Incubation de 5 h 

Milieu d ' incu- 
bation complet 

72 

1 , 1  

Milieu d'incu- 
bation complet 

M i l i e t ~  d'in- 
cubation 
sans A r g  

Nilieu d ' i n  
cubation 
aans VLI 

L 

Plil ieu d'incu- 
bation sans VLI 

Unités 

phosphatasiques 

? 

76 

O 4.8 

rnpole d'arginina 
incorporée 

mpmole de rn8thionine 
incorporée 

1,8 

1,5 0, 4 

1 

L 

O, 28 0,20 

. 



@-a CinCtique de la synlhàse de la pkiosy;fm.tase 
t,-9 C i z d t i q u e  après addition de VLX 
0--0 C i r A B t i q u e  ttsmoin obtenue S partir d ' une incubat ion 

e r i t i è x - @ m e n t ;  r d a l i s é e  üanB VLJ. 

( * )  Dana toutoo l e s  figure@ la z ~ u r b e  correapondnnt au ~ y s t b m s  
pr6lncub4 d u x ~ n t  un certain temps a été déport&e de os même 
temps vers l'osigine. 



sera de même dmû t;outûw les exrjériex~ces do vréixicubation : le 

temps orinine corres~and au m o m e n t  où l'on anouLe le ou L e e  

acides a m i n d s  munauûnts). On pouvait se demander cependant, si 

2'uns des deux parties prdcédemmunt d 4 f i n i a s  de la phaea de 

latellce, ne aerait  p ç r ~  modlf i tss  p a r  s a ~ p o r t  5. l'autre. Sur 1-a 

figure 29,  noua poavona comparer Les cin6tiquea de la oynthése 

de Ta phosphatase alcal ine et de l'incarporution de la lysine 

14<: avec celles obtenues a~rt3e une pr6iriaubaticn sans VLI de 

2 h 30 min : elles aemeurerit identiques. Donci: la pxb&ir,cuba.t;ior,, 

an absence de syntheee yratéiqus, ne modifie ni la phabe de 

latence non aptZcifique ( ~ o r r e a ~ o l s d r w t  la m i s e  en place des 

structures actives), ni En phase de 1a.t-erico sptsciflyue de la 

phaspbm-ta.se a lca l ine .  

Lee  courbes  p ~ o v e n a n t  d u  name type d'expdrience, 

ltarginine E t i s r , t  u,joutGe a p r & ~  2 IL ou 2 h 30 min de prfincubuti .on,  

sont reprûdxitas sur* la figure 30 .  L e s  r6sultuLs sont- idcntiqi ie5 

asx pr6ct:den.t~ : la diu.rle des deiax phases de latence reste cons- 

tan-te. Cepandei~t ,  a i  l P o n  cor;ûtra"i; parfois une 2ég&re diminution 

du ternp~ de l a t ence  (2igure 3 1 ) ,  elle n'excède jrsrnal~ une heure, 

que ltarginfne 30 iL  ajautee au s y s l & m e  apr&s 2 h ou 3 h de pri -  

incubat5on ( f iguro  32 j . 



1 2 3 4 5 temps d'ineu- 
bc;rkiori en 3n 

al'irï4tiqu.s de 3.'Lncsrpora%itm de 3a 1yaine marquée 

--+ (:iri&tiq\xe d e  1' incorpora t ion  de I w  l y s i ~ e  rnürqde 
apres addiLaon de VLI en fin de pr8incubation 

M Cinétiquye de Pa r-)lyntkz&se dei la phosphat&se 

b+--4 CinBt ique  üe Xn, synthPae de lu. y1iosphat;:ioci. apr6s ad- 
d i t i o n  de Vil en fin de prSincubat ion.  



Ziaure 22 - 1 ::Y - 
Cornpiil-;,iaon dei; c i rAèt ; iques  de ka a;r:~t'nèsc-i de 1t-b pgnu~phstxtes O L  
de 1 l tzcorpoz*atiolz ii ~ , r &  1 4~ avec ceIlsr; O D ~ ~ T L W ~ E ~  apres une p r ' t - i ~ l -  

cubation s a r r a  A r g  de Llk? ou da 2k4 3Q =in, Apres Sh d ' l r ; c u k ~ : z t i o n  
le t t 5 r n o i n  salia Asg a syr i th&t ia& 4,8 mrrnitds de phosphataise. 

ba t lon  en h 

0- - -4 Cin6t ique de I f i r i c o q m r a t i o n  de I f A r @ :  4~ 

)- -+ Cir i é t iq ixe  de l'incorporation cie 1 'Arg j4c,  l'wldition 
dq t l rg  htani; faite aprt'ra 2 kr de p~6 incuba t ; i an  

$.- - - 4  C i r i & t ; i q u e  de l *idncargar~-tict~~ &e l g  brg  iLtadtlition 
dVhx*g &-kant  aita ta aprcs 2h 30 m i n  de pr6ir~otibatioi1 

0-4l Cingtique de la ~ ÿ r : t h G ~ e  de la. phosphatase 

9--4s Ciné.-t;iqine de I r i  a,, ntlr-ititso de 113 plzoüphatase, 1 luddl t iox i  
d8Arg &%:~riL f a i t e  apr2;s 2 h G e  prt5incubation 
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Y i g u s e  33 

C o m p a r r r l s a x ~  des cinELriqtlac de 2.a ~ynLh&cc do la pkao~phatbse 
apr&s une préinoubation de 2 h TO min sana nrginine d'une part 
et sans arnïno-acides d'autre p a r t ,  

O--Q Cinf3t5qile de 123 sr;ynt%i&ee de le '-,I.ioephs.U?~se, 3 %cl- 
ditian ci'krg 4 t : ~ n l  faite apri.a 2h 30 rriir: de pr6iacu- 
bntion 
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Firntlre 32 

Compasaieon des cin&tiq?rea de la synthèse de la phosphata88 
aprea des prdincubat.iona de 2 h su de 3 h sans arginine : la 
diminutLon du t e m p s  de latence nFexoède jamaia une heure 
quelque s o i t  le cao. Après L) h d'izmubation, le témoin sans 
arginine a synlh8tisé  4 unit6s de phosphatase. 

0-0 Cin&tique de la eynthè~e de la. phosphatase 

Cinétique de la synthese de la phosphatase, l'addition 
d ' k g  B t a n t  faite apses 2 h de prtsincubation 

C--. CinBtique de la synth&ûe de la phospha-tase, l'addition 
d3Asg étant faite apr&s 3 h de préincubalion 



Nous venone de voar que dans la plupar t  des cas la 

prLincuOation n'était gais capable de racar=ourci~ la phase de 

ls'cenoe . 
Pas ~ona4qusn.t;~ puisqxie d m . ~  nos conditions expéri- 

menta3as auoune aynthèse protSique importants  ne peu% avoir lieu 

duraait la gx6ineuba-tior~ et que 1% synthèse du m W A  ea% Andépan- 

dente de la synth&se prot&iqus, il Y a u t  oonsid6z*er a=@ 18 .phase 

de latenee non e ~ 6 c i f i a u e  est souû la d8nendance de la ~ ~ n t h & s e  

prot6isuq, bien que ceLle-ci ne puisse Gtra m i s e  en bvidence, 

par def in i t ion ,  au cours de c e t t e  g b a e .  Il ne s'agit pas d'une 

restructuration m6caniqu.e (due aux dommages stmc%uraux oeusQs 

lors de Ta pr6paration), car cmUe-ci. su ferait ausai bien en 

absence dfarg5.nlne qu'eu sa prdaence. Tb ne s'agit paa QgaXement 

d 'une r t -~a r&t ioz l  due aux C ~ O C E I  clsexwiique~,  car x c i  arlsai orn ne 

voit pas cornent csXa pou . r ra i t  O t r e  l i t 5  à la sjmthBse grbot8iq'ila. 

Ces deux l-q-gotheses sont: encore iinfàm6es par le fai t  q ~ l ' t i p z * & ~  

2 h 30 m i n  dYlncubation, s i  ison centrifuge du R I  B O°C e-t qudon 

la remet en auspeneiaou, (ce qui corre~pond au trsitamsnt mdcs- 

nique 2% frclid habituel du BI ) soi* dans Bon propre surnageant, 

so i*  dans un milieu d'inaubation neuf, an n'observe paB ci's=- 

mentation de la phase de latence. 

X 1  faut donc concevoir que la synthbee pepeidique ne 



peut commencer gu'apr&s une p4rSods de pr8parettion. ( 2  kL B r! h 

30 min) durant laquelle Tee particules doivent se trouver dana 

l e s  conditLons absolu.ment n o m d e s  d'incubatran. Cepend-t, la 

quanti%& minime de malériel pre5cipitable au TCA qui peut B L r e  

ddceLés,  prouve que si, durant  cette pgriode les acides arnin0a 

sont p r i e  en charge par leur tRNA ap&clfique, ils ne aonC pas 

LDexplieation fa plua @ l ~ p T e  u e r a l t  que les par- 

ticules nie retrouvent l e u r  acS;ivit& propre qu'aprt3e la oynth&?-se 

d'une ou pl.usj.~tirs prot.4X~et.r I ~ ~ C I i . ~ p ~ - n s a h l e ~  à leur stsucl;ure ou 

& leur fonc t iomerns~ . t~  Cependant, ce ssisûnnemcanL nous conduid: 

à une impaase 83i iS3n eoaeidère l'ensenlble Ses par.ti~UZéis C O ~ B  

une frsctiun hûmog&nee 

En effst ,  il se poursait que la s,yilth&se d'un facteur 

psat&lqus,  indispeneable & IR rsatructuraii.on, asit f u i t e  A 

lt4tât de traces, oe qui ns ndcaaslteraàt paa ds restructuration 

prddab?,e .  Or, mElme on a+beence d'acides a m i n L - s  Badial;enssbXes, 

on constaVe une incorpsrution mosu~&ble d'acidea aminée marqu8s 

dane da* peptides (tabneau XXX) correagondant au moins à 20 p, 

100 de lfincorparrt%i*on normale. Cet te  incorporation ae fait, 

nous semble-t-21, 3 partir d'aoidee aminé8 résiduele dans la 

prdpasatian 21, ou encore p.clovenant du .SU;~ZI~OVO~ de peptides 

préexlatants. ai tme synthèse psot4ique relativement importaale 



peut avoir l i e u ,  il n'est pe~c pahs~b3.e b'expLiquer pourquoi 

eiLe m'est pi-~s sounlxse CL m.e phase de l a t ence .  

P a r  ccn-kre, ai l'on C O E E ~ ~ & F @  que Les p~tr-t;l¢~ilee 

formen* Gne populai;lon r r è s  inhomag&%e, cer-caines d'entre elle#, 

l e a  moins a ' t d i ; d C e ~ ,  m a i s  aussi 18s xnoinfg riumhieuues, doivent; 

pouvoir apnth&l&~er zmm&dia,ternent des pr3 . t6 ine- ,  mais &a trEa 

graride n;ajori-Z;& d.05-t; retrouver de= atruclursa crrc-tivss. On peut 

penser cile lLee par t ic t i lua  carables de syr i . th&r;cc  f s ~ n ~ o l n t  & p.ssrtir 

uee acides aminés cestni.nes enzymes ind ispanaablas ,  qui per-iet- 

tent &. ZR grmide masse de la prPpasatron, de c o m m e n c e r  lee e-jm- 

t f r & s e s .  C e c i  nous aez'ole P'hypoLheae 1s plus vraieemblabie, 

quoique ilails n'ayons j b r n a l s  pu ddcétler dana un surxlebgsuxlt d 'in- 

cubation, ul Sn~Lcrur  ~*cc&l-&rc;n.t 7.n s:rnth&ae d 'raye prQpa~sit;içrn 

21 r?,ouva2bel 

L e  Sait QiI@ d o 3 s  < c é r t . ~ b ; r r s  ~ a c ~  la pkzase âe la-tence 

soit d-irninada &près pi-&inc.~ibax&ura, ~*oxp.Llq-tne de la m a i g r e  

wuiva~te : si i'add;-tion do 3.'acide E I E ~ E ~  o m i s  est; f a i t e  qr&s 

la x'in de ka priase de latence non ~;yksciSZ.qtxe, donc durant La 

fomat3on du XKA neesagsr de la phasphatuee alaaLine, (en s>up- 

pasan% qua lu d s u x i b a s  phase de latanc:e corresponde à c e t t e  oyn- 

+h&so) 2% chsse rXe Ir-jtence ohteslue Eera d'a,ztant 3;lua oor l r te  que 

la synthèse du mRNA &van% l ' a d d i t i o n  de L f ~ c i d e  amind rnan~~uc~nt ,  

aura & V 6  plus Lonme, 
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Mous nlLls'nc c3kabur.d c?:.-rudier l e s  c?lbs-t;wae*is p o ~ t v a ~ i t  

dégrades der; st~uucttorea ou  de^ m o X & c i r l e s  indispensables B Ira 

synthSse p r o t i d i q ~ s .  2ious examinsrbns ensuite, en umployant Les 

i r rhibi tsurb de c e t t e  syrLhDse, l e s  effets qui on r é s u l t e n % .  

La figure 73 repx-deente %a cLnr4t iqus  de l k i .  fssnlat;:box: 

de 2.n phoephatasa d c a l l n s  en 2rLrence de &Nase (50 L g j m f )  ou de 

BNsse (f 0 pg/ml) ajoutées l%i..ns et l*su%rs az; d6but de Lll.nti?csr- 

pors - t ; ior~ .  

:lonlraise:n,en-t: ik c@h- ?ce l'on pouvdt" a t t snbre ,  ni 

ltune ni L ' a u t r e  ~ ' i u n i b s ~ "  z~a r t enen t  le potivalr de synlhèse de 

La gr&paratiouz 3 ' 2 .  On colaâtat;e aai-lemelit kane augrr:exleetion de 1s 

durde da 1% pharilo fie latence ; co ; j h k , r ~ m k n e  n'est d'ai1.le1.n-e pas 

c o n s t ~ m l  et Ls pli*s suuvez:.t; l'adàition de DR'atse ou de RISase  au 

moment CG d é b ~ t e  2 9ncubatEoa ne se traduit par ntictms modif 5- 

cation de Pa ciazB-éiqus. Pureque la. gl;*éparatisn P l  se  trouva 

avant: 3 i.rlr:uhai;2on, dana Ges csndiltiona dd rr8&seasion pour la 

syrit;lxthee de la ~ ~ k ~ c ) s ~ k a s , - t ; , y e e  dcictlifie, i.5 y s dafic au su>t,ra de 

l'incubation Lrrmacx.ipi?tjon d u  31%~~ dee part;ic.calee en RNA qui 



Cir i&t iq : i e  de 1% ~ynthese ds 1ex phosphatase al- 
ca l ine  en présence ds D N ~ i s e  GU de R N a e e .  L'addition deo 
nücida.ses est f a i r e  des  le dCpar% de l 'incubation. 

Cin6tiaue de la cynthhse de la phosphatasu e r i  
pr4sence de itK~ae; (10 p g / i n l j  



est lui-mbme copi8. Comme dans les systèmes simples, i n  vitro, 

la D N s s e  empeche l a  *transcription du DNA par la RNA poXym6rase 

et que la KNaae bloque imm&dia%ement et totalement les eyetèmes 

forffide de ribosomes, enzymes solubles, tRKA (149) il faut en 

conclure que le DNA portant l'information pour la molécule de 

phosphstase et le mRBA correspondant, sont parfaitement protégea 

dans Lee particules de nos pr4purations Y I .  Un argw~ent suppld- 

mentaire confirme ces f a i t e  : il s'agit dea essaie que nous 

avons tentés pour bloquer en d4but d'ioûubation le DNA de la 

fraction 21 par les kiictoneo riches en srginine. NOUS avons 

montré précédemment que Lee histones posuédaient une a c t i o n  

bact$rici.de intense grâce & leur pouvoir de Zloculer cer- 

%aines prot4ines ( 7 4  ) en plus de leur progr&étt5 fondamentale 

de se combiner aveo le Z)f\1A. Mous conststone s u r  le tableau Xi: 

que la syn%hSee de la phosphatase, @ri prbaence de 1000 pg d'his- 

tones par ml, reate très i.mporta.nte (60 p.5500 de L'activité 

initiale). Les aoncentrations inhibitrices en histonee sont trop 

fortes par rapport aux concentrations en DNA du P l ,  pour quo l'on 

puisse a-btribuer leur uct iv i té  à un bloquage de L'acide nucldique. 

Par contre, e l les  correepondent bien au repport des 

uoncentrationa ne5cesaaires pour obtenir la précipitation grotdine~ 

-histones, La diminution d'activitd semble donc correspondre B 

ce seoond ph4nsrnSne. Les hietonee étant nettement plus rdiactivee, 

avec le DNA qu'avec l e s  protdiners, on peu% en conclure quo le 



Action des histones-arginlne sur la synthè~e de 

1a phaspha"t;nsca alcaline à part ir  du ays-kème P1. fies hisbnes 

ont ét& prtSp~rQe# selori la 'technique de Daiy et Mirsky ( 3 8 )  

m s d i î i 6 e  ( 40 ) = 

Con~entration des hictunee U n i t h  da pk~oopbatase al- 

en pg/ml. caline synthétisée 

Les milieux d'incubatxon ~ e n f ~ m n a a t  480 pg de 

Frot&ines  (27 ) par ml, et 1 20 pg de DNX, 

Les Liintones s a n t  a;j oust Bec av~ini; 1 'rincubat;lon s% 

23- 
en absence d P ~ o n s  Ca. . Ceux-ai s a r ~ t  additionn& GLU $.&but de 

1 'incubation. 



DEA sa% prs7tQgé dana Lee  p c 3 . x - t i c d . e s ,  pa.s des psot8inee. 

T;J faut remarques que les prépara-itions T l  réall~géedj 

à partir de la mQme ~auckie, maia dsme un l a b o r a t o i r u  dif farent ,  

se montrarit tr$s ~ e u ~ s i b l e e  à l'action des doux eneyniea ( ? ? $ )  et 

que des préparutions fa i tes  dans c s  m@ms labora~oire pour la 

synLh&se de 1a~-$a3uc tos ldase  induite (367)  se rnonLsent, comme 

l e s  nBtrea, s L ~ i s t a n k e a  aux nuc56a~los. On doit danc penser que 

selon le mode do pr6y~ration de La f rac t ion  2i't ei; l e s  souches 

utilisées, L e e  acide8 nual&iguez> ac-cifa soxrL  plu^ ou. n i o i n s  bien 

enfermée drms le6 particules- C e t t e  r & ~ l s t a i ~ c e  ds nos p r é ~ - ~ s -  

rations .-LUX nueléaaeû est-elle p15tx"-t;iculi&re &. Itx ~gnth&se de  

la phosphr,%ase a ica l inâ  ou g&i?t-rhle pour Lous l a s  p e p t i d e s  ? 

L'examen de la Tigwre 34 montre que Ta rlbonu- 

cl8ase a ' ~ k  pas plus d 'ac t iv i t t t !  sur la synthèse de 1s phoeyhataae 

alcaline que eu r  1 ' Ancorpura-ticrr~ deo acides minée marqu9s7 0x1 

peut t o m  a u  ~ 1 1 1 ~ 3  dc'ce2.e- une l6gd.ro dinlrnirf;ior, du ta~ax de 

8ynthBse. 

D m e  les m ê m e e  candiziorac, des conolotationo iden- 

tiques sont fait@@ avec la U K a a e .  knr contre,  on ob%ieut des 

risûtta-t;e diz.férents bor.m.jue 1 enaxale est  ajou-k4e avant 1 'in- 

cubation u u  au COLXG de la uynthese. An e f f e t ,  si la nucléase 

est sjcrut6s 6~pr.&s 2 h >O min a3incuba.t ; ion7 son act ion Inhi-  

b i t r i c e  aux- ia synthèae de l'enzyme est irriportan-te (60 p. IOÛ), 



Fiaure 24. 
Action de La RNasa, scjoutée au temps zéro, sur la cinetique 
de klincorporation de l'arginine marqude et sur celle de la 
synthèse de la phosphatase. 

mpmole dBArg 
incorporée 

. L I l 4 

O 1 2 3 4 temps dlincu- 
bation sr1 h 

- Cinotique de l'incorporation da l'krg I4c 
0.--4 Cinetique de l'incorporation de 1'Arg ' 4~ en présence 

de R N a s e  (1 00 pg/ml) 

&--Q Cinétique de La synthese de la phoaphatase en pré- 
sence de RNaae (100 p g / m l ) .  



apria une heure, elle es4i I , & g & r e m e x i C  active, d o r e  qu'additionnc5e 

au t e m p s  aéro, elle est pretiquemen.1; irractive. O n  peut inter- 

préter cee résulteCs en staidaxil;  de la microscopie 6Pec.t;onique. 

Gomme noue l'svons pr8cciàcsmuieot ruentfonn8, l a  morphologie des 

particules Bvslus au cours do 1'2nsubatlon, le DNA interet l t ; ie l  

disparbit et les membranes par~iassnt se dietendre.  L e s  parti- 

sulee deviendraZenL alors perméables à la D K a e e .  Cependant, il 

faut admettre que ka nucfdase ajoutde au tempe at?ss, a étd 

détruite dans iee premières heures àe l'incubation, puisqu'elle 

n'agit plus ult6sieusement 10rgque le8 pas.ticuï.ss c'ouvrent. La 

conséquence importante de oetVe  expdrience dont les  cinétique^ 

qui en résultent sont repoxtées eux 18 f i g ~ r e  3 5 ,  est quta~r&a 

h 30 min. d'inoubatlon. Le &.&ne de structure de ln whosnhatase 

&Lcal.ine n'es-t D a s  encore trmscrit, la latence prenan.'t fin dans 

ce cas aprke 3 h 30 mine L'accroi~ssment de L t ~ ~ t L v i t 6  de 1% 

DNase abaemé Lurscju'al ls  est aj0uLt.e aprSa txn certain temps 

d'incubalian, n'est cependart pa@ ui fait reproduclible. Sur 

dix prGparatione de 21 diff4renteap en moyenne, quatre d'entre 

el lee  @ont ~ensiblea B la DPSass apr&s 2 h 3C min d'incubation, 

deux y sont sensibles d'emblée et leu quatre demrières toujours 

résistantes. SI est vraiaenblabls que ces variat ione dependent 

du moment ;  06 es% transcrit le DiJA p a r  r~ppor-t au nomernt ou 1% 

syetème devient pemaxdable aux nucï.&aees. S'il est pemdable 

avant l a  transcription, l a  I l N a s e  ajoutde tardivement blaqua la 
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F i m e  3 3  

Action de la D N a s e  ( 5 0  p s / m l )  njoutee i% d i f f4 r an t r ;  temps, s u r  
les cin4tiques de I'incorporctlon ds Ztarginine marquée et de 
la synthèse de la phosphataso. 

O i 2 3 4 temps d'incu- 
bation en b 

b--4 f4.e m e  cin&%ique avec rlNase adoutde au temps O 
b-+ Même cinr?tique avec D X s a e  ajout6e au temps 1 ki 

.--O Même cindtique avec D N a e e  ajo1~t6e au t e m p s  2 h 30 min 



eynthbse, Pour la RNase, aon addition a dee temps divers, ne nous 

a jamaie donné de r6sultats nets, 

Ces deux antibiotiques agiaaent & des niveaux tr&s 

voisins mais dif fdrents . Le chloramphinicol ' (CAL) bloque le 
synth8se in vitro des proteines d 'S. c o l i  ( 1  49) mais demeure 

inactif sur un système obtenu B par-tir de réticulocytes ( 4 9  ), 

alors que la puromycine agit dans ces deux oaa ( 49,224 ) . La 
puromycine, de par ea structure d'aminoacyl nuoléoside ( 1 0 ) eet 

tr&e voisine d'un a m i n ~ a c y l - ~ P  et interfère dans le transfert, 

des aminoaoyl-tmA aux proteines microsornaies de foae de rat ( 3 9 ,  

1 44,224) . Selon Yamnolinsky et de la Baba ( 2  24) e t  ~uarino ( 69 ) 

ce type d'antibiotique agirai t  comme un analogue du tRNA, l'ex- 

tremité terminala portant 19scide aminé. La puromycine se subs- 

tituerait à l'aminoacyl-tKNA comme accepteur du peptide dont le 

carboxyl est activé et qui se trouve liB au complexe ribosome 

mHNA (241) .  La fixatior, de la puromycine en bout de chafne 

( 2 , 3 ) 4limine le peptide du riboeome ( 4,19 r 3 4 0  ) . Pl&e 

et COU. ( 54 ) ont recrherchd des différences entre L'ection du 

CAL et c e l l e  de la puromycine eur le syethme de synthèse in 

vitra de Nirenberg. Alore que l a  puromyeine inhibe l a  ldgere 

eynthèse exiatant en absence de m m A  surajout6, dans ae cae, 



le ehlcrrruripk&nicoi est il-~ztc%if g ceci s 'expliquerait par le 

fait qu'il emp8cberuiL la fixatiun du ribosome sur le mFli.YA. 

L'epzndt-tr~t, de norn'brcux auteurs ( 149,206,222) et n o t r s - m ê m e  

avons cane-bat6 que le C A L  bloque Pt'incorporatian des acides 

amin6s dans les eyst&rnes bactériens, sans XPfA a j o u t & .  Weber 

et De Mess (215) ont  rnontrB r4csmmsnt que .Xe CAL inhibe di- 

rectement 3a forma%i.oui. de la O??-aîrle .r:ept;iàig~la sans  emp&chsr 

le ribosome de se f i x e s n  svlx Le rrU%YA et ssne bloquer La prot8ine 

SUL le r ibosome.  La figux*e 36 montre que le CAL bloque tota- 

lement, quel que  s o i t  le m o m e n t  de son add i t ion ,  toute  synthèse 

de phmghatase a lca l ine  dans Xe m i l i e u  d'incubation. Il en est 

de memu pour l'inco:.pi.osation dec acides smin6s marqués. Ces 

rAsu2t;a-t~ ~s'obrjervexit avec *une cozceritrr-ttion en CAL de 30 yg 

par ml. 

diuant ii la p n i  ~ m ; ~ ' c i n e ,  ack: e f  +'@-t;a son t  beauccziip 

plus nu~mceja. Ga, cons.t;;zte Eur la f5gure 77' que l 'inhibiteur 

ajau-dé soit sü tercg6 r%&r.u, soit S, tiiPPcGrenèo tempa apsèts le 

début de l'incubation, bloque prntdiqaement toute synthèse 

d'enzyme a c t i ' r e .  Si par con t re  o-i_?,e bloque t o u t e  &ncorpo- 

ra%ioz lox-ôq1i~el3.e set &joutée  au tempe zz;9ro, la famation de 

peptides se pours ra i t  3-orsque Xe;ladi.t;ion est; feai-ke 1 h ou 2 h 

30 m i n  après le ddbut de J'incubation. 



Inhibition de la eynthe~e de la phosphatase alcaline par le 
chlora1nph8nlcol (30 pg/ml) quelque  oit Le temps de aon ad- 
dition su milieu d'incubation. 

-- 

unités FA 

i ---W.- 
# t I -- 

O 1 2 3 4 tempo doinau- 
betion en h 

Cinetique de la synthase de la phosphatase : 

sans chloramph8nicol. 

.-Q le chloramph6nicol Qtant ajout6 au tempe 4 h 

,-4 le ~hlor.amph&nicol Qtant ajouté au temps 3 h 30 min 

--• le chïorîlrt~phénicol étant ajout4 au temps 3 h 



Fiaure  3 1  - 175 - 
Action de le. pummyeine (1  00 l i g /ml ) ,  ajoutee B difierente temps, 
sur l e a  cinotiques de l'incorporation de l'arginine marquée (1) 
et de la synthèse de la phosphatase (II). 
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sur les riboeomes et par le fait, entrave leur achèvement en 

molécule enzymatique active. quant à l'incorporation des 

soides aminds marqués, elle es t  inhibee par l'antibiotique 

ajouté au tempe adro, cas le nombre des sites de eynthèee 

protidique est d o r s  tr&s faible et la puromycine est  en excas 

par rapport au nombre de polyeomee fonctionnels. Cependant, 

il noue semble que, addftionnée après la fin de lu phaee de 

latence non spécifique, la puromycine se trouve Qliminde par 

fixations euccessives sur lee très nombreuses chaSnes pro- 

teiques en cours de synthèse. 

C . ACTXON DE L'ACTINOPlYCINE D 

L'actinomycine, comme on pouvaiS s'y altendre, 

inhiba totalement la synthèse de la phosphatase alcaline lors- 

qu'elle eet a j o u t &  au moment 03. débute l'incubation. Introduite 

au systame après 10 min ( f igure 38) et marne 1 h d'incubation 

(figure 39) elle est encore t r k a  inhibitrice, ce qui prouve que 

lors de won addition, le DNk spécifique de la phosphatase al- 

caline n'est paa transcri t .  Par contre, elle n'a pratiquement 

plus d'effet lorequ'elie est incorporée après 2 h pour l'ex- 

périence de la f igure 38 ou aprCs 3 h pour l'expérience de la 

figure 39. Comme les phases de latence sont respectivement de 



2 

Fiaurs  38 

A o t i o n  de I'actinomycine (20 pg/ml), ajout& ù 
diffcrents temps sur lu cinBtiq.ue de la synthése de la phos- 
phntase . 

cubat ion 

I:inétique de la synthèse de la ~;kiofiphatase : 

b-4 aarm actinomycino 

)t--( l'actinamycine étant  ajoutBe u p r b  2 h d'incubation 

CF-6 f- ' ~ . ~ t i n u r n y o i n e  4 tant ajoutée epr&s 10rni.n d ' incubat ion  

C--.o Z'actinomycine &tani;  ajoutBe dès le départ. 



Action de l'actiriamycine (20 r g / m l ) ,  ajautde B 
différents temps sur la cinétique de ln synthese de la phos- 
phataee , 

Cinétique de la eynthAse de Ln phosphatase : 

0-4 sans actinomycine 

0--0 l'actinornycine étant ajout6e aprèc.3 h d'incubation 

l'actinoruycine dtant a j o u t é e  apr&;zs 1 h d'incubation 

l'actinomycine étant ajoutde d&s le depurt, 



3 h poux La prerniére, et de 4 h pour la seconde, il faut en 

deduire que l'actinomycine est inactive foraqu'elle est ajoutée 

une heure avant le debut de! la synthase effective de la mord- 

cule ennymatique. 

Deux hypothèaee peuvent &tre émises : La première 

correspondrait B une mauvaise accession de l'actinomycine aux 

sites de transcription. Cela pourrait provenir par exemple, 

d'une panétration lente, amenant l'antibiotique au contact du 

DNA une heure aprc3s son addition dana le milieu diincubat;ion. 

Or, Les x-4eul.tsts que noua avons obtenus par l'emploi de la 

DNase, permettent d'éliminer oe t - te  hypothèse puisque le DNA 

protdgd au d6par-t de l'incubation, devient souvent accessible 

cette enByme 2 h plus tard .  

La deuxihme hypothBse est que le mmA de la phos- 

phatase alcaline est déjà transcrit 1 h avant que ne debute la 

synth&8e. Cela implique, non seulement que le messager eet 

stable dans 3.6 syslème Pl, mais aussi que l e  meeeage, quoique 

psdsent, ne s'exprime pas durant une heure, donc que sa tra- 

duction en ensyme act ive est bloquée par un eyst&me de sdgu- 

lation différent de celui qui f a i t  intervennr un rgpreaseur 

au niveau de la transoription. 



Nous avone vu que la phase de latence totale de la 

phosphatase alcalins é t a i t  en fait La successian ds deux phases 

u i ~ t i n c t e a  t 

- La première, non apécif ique , durant laquelle e e r l a i n ~  

remaniements biolagigues et structura-ax doivent provoquer La 

f o m ~ t i o n  de sftes attife de synth&se~. 

- La deuxiàme est sp6ciiiquo de la phosphatase al- 

calrne. 

1 . La p h e e  de latence non spécifique : - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Comme sa dur& varie seuPeaent d'une prépar&tiun 

de Pl e* lfautre, 11 faut pcnaer q t ~ * i l  y a ta rapport entre 

l'importance de ce%%@ phase et P'Qtat des structures actives 

deû particix7as P l .  La restru~tu~ution, plus ou moins prolongQa, 

ne peut se T a i r e  que dana un m i l i e u  compfet où 3.a synzfièse pro- 

t d i q u e  est poasible : 

- Soit que la prepnration Btant inhomogène, une 

fraction active synth4li~e l e s  BlCmenLs nécessaires à la ré&- 

dification de la par'tie sbimBe de 1s prQpare.tioul, bien que 

I 'erngloi de fractimrv. aoh~xulee de psGparations en cours d'in- 

cubation n'ait avcrme action sus Xa durée de c e t t e  phase de 



latence. 

- Soit, plus vraisemblablement, que la restructuration 
consiste B une cornplérnentstion ou une syntf-lèse s u r  des polyso~ies  

prdexis tcui ts  de structures protéiques en cours de formation ou 

fragmentées au cours de la p?.6paratian. I1:n effet, les sphgro- 

plastes utilisés au mome~it de la lyse proviel3nen-t de bactéries 

en phase active de croia~xmce, c 'eat-&-dire qiie t o u ~  leur6 

constituants c e L 1 U L c ~ i r e s  Indispensables çor1-k en cours de  syc- 

thése. Il existe donc dans l a  x:rt:parr-*tior- Y1 .les polyaomes 

prets & fonctionner pour donner des ~ . r o t é i i ~ e a  scuss apport d e  

mRNA. Celui qui est indu i t  dans l e  S j 1  e s t  stable, puisque 

l'addition d'actinumycàne nu bout d'un certain temps n'ernp&ciie 

pas l e s  synthèses de se poursuivre. 

Ilne synthEse protcSique amencnt senô doute une 

restructuration est indispensable pour que ce l le -c i  puisse 

se réaliser. En effet, apx.&s urie i.ncuba-tion d'uno nuit  E O ° C ,  

c'est-à-dire dans des conditians empêchant toute qynthèce, la 

reincubation du s;js tème ù 30°C ntnmbne aucune modification de 

la phase de latence pas rapport Q celle d'un témoin incubé le 

Jour mdme (figure 40). De plus  le pouvoir de synthkee acquis 

par les part icules  k1 au cours de la phase de latence non spé- 

cifique staccampa~,me d'une fragilisati~n des particule6 ellsü- 

m e m e s .  En effet, si a p ~ è s  1 h 30 m i n  ci 30°C! l e  ss-sterne incube 



L'incubation d'un s y s t t : m e  à 0°C durant une nuit 
nlentra£ne aucune modif icat ion du tempo de latence lors de 
sa réincubation. 

0-0 Cinétique de l a i  synthèse de la phocplia-tase 

e-.ll.l Cinéti:lue de la 8,vnthèse de la phosphatase aprs-a 
une n u i t  Q O°C 



est ooneervé une nui* b O a C  pour B%re ensuite réincubé, on 

constate que Le début de ha synthese n'a Lieu que 30 min 

avant ce l l e  d'un témoin Ison incube la veiLle (figure 41) La 

synth&se obsorv4e est presque n d l e  ei l'on réalise la meme 

expdrience avec ou départ une incubation de 2 h 30 min (figure 

41 j . C e c i  démontre : 

- q u ~  dans la première exgérisnoe la structure des 

particules Pl réactivées est labi7.e B ü°C puisque la phase de 

latence n'est pas raccourcie lors de la rÉinculalion. On peut 

penser que c'est le meme phénorn&ne qui se produit au cours de 

l a  prt-paration ?l et que do lui dGooule, & notre avis, La phase 

de latenoe non ~p6cifique. 

- que  dan^ la deuxième, liarr?t de l'incubation 

agres un certain temps, 2 h 30 min dane le cas prGsent, entra4ne 

à b ° C  une dggrridation irréveraib3.e au sain de la fraction Y1 

puxsque lors de la réincubatian, la synthèse est devenue négli-  

geable. 

En réaum6, il y aurait au coure de l a  préparation 

Pl une dggradation de structures très labiles dont La restau- 

ration, B parLis de lfinfosmatian contenue dans les particules, 

demanderait 1 h 30 min &. 2 h 30 min. Ces structuree rétablies, 

1s 1.1 e 'est fragilisé. Ceci confime l'ac-tiivité de la DNasre 

sur les particuhos apres 2 h %O m i n  dvincubatian. Elles eu- 



ï<'i~txre 41 - 384 - 
S i  L'on conaerve une nu i*  h O°C  un cystSme préalablement in- 
cube 1 h 30 m i n ,  on s'aperçoit que lors de sa réincubation la 
durde de la phase de Lutance n'eat que de 30 min infQrieure à 
celle obtenue avec un systèine ternoin aya~:rnC scSjournc5 dlrecterne1:t 
une nuit & UO@ sL Incubé ensuite. 

unités PA 

O 1 2 3 4 temps d'incu- 
bation en h 

Ciné t ique  tdrnaisi de IP synthèse àe La phosphatuae 

Ciné t i que  obtenue & h;c*r%ir du syst $me pr6aZabZemet. t 
incube 1 h 30 m i n  

b-Q Cinétique obtenue h partir du s y ~ t B m e  pr6alnblement 
incube 2 h 30 min 



bissent durant c e t t e  dem~kère m e  modificatioa (accompagnde 

d'une incorporation d'acides ~tlninés marqu8s) les rendant sen- 

sibles $ la d8soxysibonucléase. Cette phase àe pr4paratid.n qui 

rand possfble, rf notre avis Pa syntht?se des Rf\iA messagers, 

permet la fornat ion ultérAeure de protéines spécifiques con- 

traissaent aux eystBmse non sp6cxîiques Four lesquels on n'ob- 

serve pas de phase de latence (1 49 ) . 11 est possible, err effet , 
de aituer exactement le moment ofi Ta aynthèse des REA messagers 

commence : sur l'exp6riencs de J& figure 42, on voit que l'in- 

ducteur quel que soit le mornerit de son addition, ne permet pear 

à la aynthèae de dBbutss avant 1 h 30 m i n ,  m a i s  une fois ce 

délai dfpass4, l'addition dtlYTG est suivie instmtan6ment de 

la ayrithaae de la/3-galactoeidase Ceci prouve que sous l'in- 

fLueaee de l'inducteur le &?ah e s t  8ynthBLiaé imm&&iaternent, 

par cor~sbquerit, le RNA messager p0v.r une rrriean q u i  nous est 

inconnue, ne peut se former avant la f i n  de la phase de latence 

non ep4oifique. Par contre, la ~ynthèae ~ r ~ ' f ; Q i q u e ,  c'est-à-dire 

l'addition des acides arcin& leu xzna uwc sutree pur les poly- 

somes préexistants, peut se faire puisque une certaine incor- 

pors t ion  d'acides miiinGs a lieu. L'notion de 1% pummycine nous 

confirme cette hypoth&ae. Ajoutée dès Les premiera tempe de 

L'incubstisn, elle élimina dsa ribosomes l e s  chnfnea en cours 

de forrnati.cn ce qui, en ernptichant lu rsçtructuration et la 



I r~f lbenca  du m o m e : r t  de 'addition do l'indüeteur 
sur 13 ~:rTz%ii i '3~63 ÇLB I:% *;rd % @ l , 0 8 5 d t ' ~ @  . 

Cin4tlquo t3e ln syn th8se  de la ,&-gfilactosid~~tse, 
l'inducteur & % ~ J I C  ajoute : 
c z p r C ô  1 h d ' ir~1cukation 

&--.di aprPs 2 h 3 0  rnln d'incubation 

&-4 après 4 h d'incubts-tr.iorr 

des le ddym.r t de l ' i n c ~ b a - t i a n  



ap%h&8e du mIcidA se t r a d u i r a i t  SAY la d i s p a r i t i o n  d'une incor- 

poration importsnte après It3, phase' de latence. Par contre, apshs 

la eynth0se du miii\iA, l e s  pulyeomes sont; extrl3memen-t nombreux et 

ei l'antibiotique ajout4 a ce noment LA chasse l e s  chasnes pep- 

txdiques en cours dt&laboration, la qir'sntitt? de puromycine n'est 

pas asses importunte pour qu1eL1e puieee se fixer un grand nombre 

de fo ie  sur chaque chaZne en cours. Ceci expliquerait pourquoi, 

dans ces conditions, 1e puromycine e s t  plus acY ive  aur l'incor- 

goration. 

2 . La phaee de latence spécifique de la phoapàatase a l c d i n e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Cette phaue nous semblait correspondra à un retard 

dans l n  synthEae du rnF!?'iA de Ta pho~p?~atase.  lin ef fe t ,  si l'on 

réalise des incubations avec des bactéries provenant de cultures 

faites en ab~enco de phosphate (figure 43) on r é d u i t  la pnase 

t o t a l e  de latence, par rapport à ce l les  cultive5ee en présence 

de phosphate, de 2 h & 1 h. 

liv.ec l e  rl, le. phase de latence e s t  reduite elle 

a u s s i  ae 4 h B 2 h si l'on a cultive préalablement l e s  cellules 

5+ en absence de PO4 , cela semble &%re la pvouve que l e s  2 heuree 

cotnp~érnentoires correepsndent A la ûynthase du fiivA messager de 

1s phoephataee alcaline (figure 44). Cependant, si l'on examine 

Tee courbes d'incorporation, on cons ta te  1% meme décdags. La 



Cin6tiquus de X a  s y n t h h e  iie la phasyhn%t?na par 
d e ~  bact&.r%ia~ PTC??~~*L~IF~ZT,~~~!: c~l t J .v&es  @II î , z* i5 i r ,en~e  ou. an ab- 
acvr-ce driunt.s ?O ji.. 4 

CinBtique de lu nyn-t.b.èse de ' 2 . ~ .  phosphcotr~se à 
pnrSSr d e  bactérios cuZtivéee en prPsence d'ions 
PO4 . 



C i n é t i q u e s  de La ;ynthEr;e &e Ln pi-osphr+taee 
et de 1 ' incoryiaxb:rtiori de 2 r i  L p :  d parti- 
cr:lro prC~,hrtiei: h pu-t i r de--?>ac-tiirieu ciilt.iv&ac e~. %>rd- 
sence ou en sksencu deions L ~ ~ J * ,  

O 
0 

t 
a 

2 
1 - 

3 
I 

4 
I 

temp;; d 'rr,cu- 
batioil en h 

zJ i 1 prépnrij h partir d culture avec ~bosphata : 
e--+ L';n?$tiqus dci 2. i r i c ~ q , o r : ~ t l o n  de I 'Xrg 1 4c 

1'1 prBptir6 B par t i r  d'une cirlture sens pboijgkiata : 

P --O C i n s t i q u e  de l'incorporation de l ' h g  
I b-4 Cinétique de In :synriiJac de lu; phoüniiiiïrrae 



eynthEae plus rapide dos p e g t a d e ~  par &et particules prsvenarit 

de eouches cultiv4eo en absence de peut s*expliquer. 

ael.an Grunberg Manago (681, par l'actlon du I O 4  '+ rdsiduel 

de la pr&parn%ion,  sur la polynuc16at5.de phosphorylase, dane 

le sene d'une d&gré~da%iofi dee poa;f/riS0nucl4otideej en r ibor~u-  

al4oaide~ diphoaphatee, et comme l'a montx-4 Cohen (301, c e t t e  

réacl ion provoque 3.e puesage rapide du ~ R N A  a u  S 1  ~ribonucléo- 

t idee  dana des extraits aceZlulaires d'a, e a l i ,  C e c i  expligue 

pourquoi Le fait de @ultivsr les baet&ries en prdsence de 

phosphate provoque un ralentis~ement +rès not  da l5 incorpo-  

ration de@ rsciàtais ~l,n;infEZ~j darca des polypeptides, et un. retard 

do 3,a synth&ne de la phosphatase alcaline ; cette sxpdrionce 

ne permet donc pas d k a t t r i b u e r  Z'allongernont de la phase de 

JaLence 8 la synthhse du mUhA spéciiigus do cette ensyma. 

SI V-tucie de If F .c t ion de l kactinomycine permet de 

montrer qu'en r . Q ~ t X i t t -  le K H J ~  nssüager de 3.u pkioephatane e s t  

syn%k;8tiai en mgme tenapc qua l e s  ~.~trlr9s ENA rnccaswqgerap c'os-&- 

8-d3ro. au m o m s s . t  o-i; peut dfljbuter la syn-tht-se de la (It;-galacto- 

sidaea ou cel le  des peptides  rnurquée, 

En effet ,  l 'actinonxycino ajoutGe aussit0t apr& la 

fisn de la phase de latence non spécifique n l s  plus aucune tac- 

tivitd inhibitrice, le meesager de la ghoupk~atuue aloaline es% 



donc: psfsen?; dS8 c5 ri,oment, I,a s y n t k A f > s e  dtt PLE:XA d ~ i t  Q O ~ C  SLre 

? r a s  ~ n g i d e  car l t ~ d & i + i c ; n  as 32+2*r:s LIIL raoriicr..nt de la :an de Ici 

phase de latence non ~gBciPiquô %rahk"be partIeiEsn:tnt  lu 63.~1- 

these er,2;ynia%ïc;uee Le xrJ~i;:.:X a u  Lu phoat,hatase a l c n l ~ n e  so forme 

&oac atr m o m e n t  meme oli i ' l : - . ,n@rpara t icpn tisa a~ : i dc f s  mus?njsn&s d e v i e r ~ t  

iapûr.f;az~-ce rsx sl; la ~ y n t h a a s  de kP-gulr~ct0336aeie iriauii.te ~ l ,  

Iieti, 

C o m m e n t  ;,eux-on expliquer La p % & ~ e  oe- S-utenc~. corn- 

p18rnerztaire d'-ana hmzre B L I V ~ S O ~  c; : :~&nt  Xa d&Sut de IR ~ynthE-se 

de la p h ~ s p h a t ~ j e  nXcaline, si le rniC:A oorrespondant e s t  dé J &  

pr6aent  '? XX semble rxcku à'enviaagsr dana le caa ae notre 

exp6rimenta-tian i n  v k t r c i ,  une r'preseiorz au nlvs~rî  de la crans- 

c r i p l i o n .  71. ses-te acnc 1'hygcsth;se Q ' 1 ~ r r e  r6presoion ù -.. stade 

u l t d r i e i ~ r ,  par un i&pr?ez;iseus a,u5 est cl6Lrrzi-t au cotrrs de l'in- 

oubation, LqhypothBce l n  z l u s  air,pZa serait qüe ce r4prcsseur 

s o i t ,  Le r;!zosr,?xnt;e mi;.z&r2-J. l u l - m B n e ,  selou: la niodGlu décrLt ghr  

ilianeon : l e s  iorio i - 0 4 ~ ~  - res t&n Bla préparation bloqueriz l e s  

2.t 
ions %a , eç inhibetzt air,ai lk dia&r lsn%ior t  condr;àam7; R La 

moldculu acYlve .  Ce~endant, l'uàaltisn de axnc ne uimznue p a ~  

1s duses de la pbaaQ de L a t e n c e .  

iar ai l?eurs,  si Les i o n o  inP' sont coinbindo au phos- 

phate, on ne co1~2send pae comment, m u  heure pLus tord, il y 

aurait su::fisc3fnmen.t de z i n c  T i b r e  p o i z  permettre La syn-thSse . 



Nous n ' w ~ o n s  pu Lzouvsr WCU,"~ ar~weri% en faveur 

d t u e  autre h,ypolh&ss valsbPa, rl resta aedemsnt que la tra- 

ducLion du NHA n,essager e s t  Infiiibé par un f~cteur que nous 

n'avoaa pu identifier, f a c r e u ~  qui d i a p a r a i t  arx cours de l'in- 

cubntiom. 

Ce phénomène de r é ~ s e s s l o u  particiï2ier & Ta phospha- 

tesse rtlcaaine n'os% pas le f a l C  uniquement de prtrpüxs'liona acel- 

LuILalres. La figure 45  montre que cirez los brzctc5rlee on trotcve 

le m6me d8ce.lage sn.t;re la, aynthase yep-kidique et; l 'a-paxil ior i  

de L'a~tivité phosphataaique. La régulation de î a  synthEse de 

c e t t e  enzyme posthriaurement A la tr~nscrigtion, s e m b l e  donc 

Btre un phdnornhne géndral,  su ra jou t& B Za r&&LaLion au niveau 

de la t r a n s c r i p t i o n  elle-mernô. 



tint-ion er; II 

b - - -4 Cinétique de 2.. t i x ~ c o ~ ~ o r a k i o n  de i R A r g .  1 4C 
p a r  des bact&rFes 



La cin&%iqus de syntkeoe de ée phoapk~akaoe a lza -  

lice pas lu fr*aa-tion YI  d " ~ .  croJi, est carâct6riû8e par une 

plicss de Latence ptzrtlicuJl5.krernen-k Isrr@~e dana r,os propres cort- 

d l t ios ie  expérirnen-t-les. F2x~si.eure laypcsLheees arlt  B t B  crcvisagees 

pour en exsliquer la cause : 

La prcnl&re était que Z'ena:~lrre ne pouvait être rc&fie 

en Bvidence, bien  q u f e x l a t ~ k ,  durant lu phase de Za-tence. i<iaLgr& 

une aug:menlatian de Ta p e T I ~ 4 h b k l i i ; d  des pa~tsrcultrs au causrD 6e3 

leur Incubation, G o n i m e  II, en réilu-Lts dxx  ode d'action de le 

D H a e e ,  sucw, a r t i î f c e  teck~r~iq'rls D'EL pam~i.n de r&v@Ze?r Zn ps.6- 

sence d ' w m  enzyme sc%ive in t rayumicu7aire durant  cette pgriade 

La pr8sonce 6s mon:oill&ree semble yoxvo5r t-i;ra exclue, car L'ad- 

i? + 
di25on d'ions Zn au ~yatèzne,  no + a o d ~ l x e  ni la 3;haea de L a t e r t c e ,  

ni 1' 5apoztarzcc de I r %  synthi4~;~ enrsyrr,al;ique. 

Zne douxi&me hyputh&se a yoar origine Ja cwnsta- 

ta tion que lei3 nyi-r8roplla~3t;e~% cuntsalrcrnent aux bactfsr.ies, ~ ~ 6 -  

seclent m e  ph~ise de latence sse~tblablia ik ~ e l l e -  des prP-i.~t3"ations 

P l .  Llea ~;gil&roq.liastes $tact: + O U ~ O S T E P  p~ésenti5 daas les g s d p a -  

rations 1'1, il f d I a i L  d&%eriiiir,er quel 4%:+it l e u r  rBhe, par 

rappast aux p~r-rLicu3as sixbcslluli-xiree, dari ln syn-t;h&ne de la 

phclaphatase ~ l l l ~ a l i r a e .  3i le pouvoir de synthf?ae deoc r;r6parationfi 



a 

Pl rmenE au nombre ds cesiules kt-aenss ntm4rabîes en rnicroe- 

copie & contraste de phase e s t  ts&s variable, il devient par 

contre ;?roper-kionrrel au nombre de aphc4roy;Lastes viables &m2uc? 

en a i 5 i i e t i  s o l i d e .  Cepsndua-t;, on con8'P;ate que lu lyse des sphil- 

roplaetes, au cours de 7'ineuDation, conduit upr&s quelques 

temps, & une préparation ace l ldh i se .  11 Saut remarguer, de 

plus, que lea ddSr i s  r 6 a u l t ~ m t  uo c e t t e  l j s e  n'out pas 1s 

structure fermée d e s   particule^ grovenai l  de 13 lyse des m & m e s  

sph&roylaates par w z  detesgent non ionique. Lt6tude de la s p -  

thSss en fonct ion  de la lyac nerrnet d'dliminer* lti.rjrpothèse qui 

attribuniz  la syntnèse aux cellules viables ; en e f f ez ,  une 

prepwration Pl a-pr.&e quelqiles heures d ' hcubroltios, poas&ue 

encore 1s raoi t i6  6e son a c t i v i t é  b i r ~ e y ~ î . t ; h 4 S i s ~ t e  inltXa2.s 

a lo re  gu'elle ne oon t l e r r t  prrrticlixerns*lt p l u s  de  ce3,Lulea viatlea.  

On peut m ê m e  dira, que dan$, noe conditions exp4sim~ntales la 

synthèse protidique pur des op?~&rap3uûtee ne ?eut gtre rBdia6e,  

car  des les premi&xes minutes d-lncubatiun la majeusa partie ds 

la prdpreratiors. est lys4es. lia cûm&i%-tri;isaxi du pouvoir de iarynthese 

des ~ r é p a r a t i o r ~ s  Fi avec celui des  epht-roglasteü n'a dma ce 

cas auc-m sene. 

Cependant, avant d ' af f irrner qua Tee particules aceP- 

lulaires Boat bien ro~pansa'ules de la syn.tka&ee "in vitro*'  de  la 

phosphatase a f c d i n e ,  fl fallait é l iminer  certaines object5ons : 

d'une part nous avons m o n L r d  que la maose cyto~lssrniquo des cel- 



fVules aemei l r&es  .v,j&ùlet; l ~ ~ * & ! . ; i - ~ i ~ k ~ y J J J ~ p E i f , ;  9s- jz,nz dga prap-.-.* C I L  ~ ~ Q Y I G  

p~uvcryi"iex'ji.Xiqi.~es. rinc ~ . , ~ t % v . i % B  de ~;yn-iihSse ccjx1sl&4~-abie1yit?r~~t- 

r-ccrrne ; d'r-vtu-tro b ; : : ~ r t ,  .La p~-o~~o+. t - io~ . : . l i~ t~ l i t t .  de ZEL quaatit8 d 'rn- 

GYLTE? ~ynt: ' :&-tj6d~;> pzi,r x~;zppar.t; A 7 , ~  ~ ~ ~ c v n . t r ; : ~ ~ b , i c ~ x ~  ex; Pxc~c-kiori 7r"f 

lz 9 t B  d4rnsnCrt5u. Enf iar i  1;9. sy-,i:h&ao de pr&::curweizrts F ~ Y '  ZEL; sphB- 

: ~ o p î r ~ ~ t e a  ~ z v a r ~ t  l e u r  L y s e ,  :il: rnR?.;2i prre exerri;:,,ie, ~terrr!ett~tr,t; atix 

.particutes 4.a .term&ner d e s  C~.:I$XLBE i ) ~ : ; . ; ~ i ~ 3 i . . c : i i n f 3 : ~ ,  ne ~ a ~ ~ ' ; : . i t ;  &tre 

en.viisagde, 11. es-t; en ef .f e-k li r:di~;c:.; t.ai.i:te que  la ~-3ynLI.iés.s du RNA. 

messagexi sp6ciflque de 1% ~ho,ipi.ttrtcise ,-,'i;?te*v.ieri-t gF-~-,!~i-u%rr.::e~'1t 

qu '~3p1~?3s pltas de Scirx bet.cras ci' -' i.itcubrstl'.t\n. Li ce irrorrit??i-i:- I . ü c 2 . t ; ~ ~  

l e z  cellulou viaBEes ont pri;.t-lq~ren;e~:.t dic~:t . -~+~.  , 

' 1  Ay~mt C ' - l B m i ~ i t ?  les ~ > 0 o : i ~ ç i i 2 ~  t&ü d ' a r t e f ac t  et dtl .rr i~i~l , ; ,  

l n  rdo,l i . t ;d de 2 . s  syni;h?se " i s ;  -gr.%roN car la:; gx .4pn~~ ;~ t i o r : e  J'? , 

noGa avons % e s ? ~ c s  de driternii??ey. cij. quit ne pcmai-t durarst la p ' i l ~ ~ e  

de later-ce . Celle-ci, quc rmua nvar?r- c t ~ B ; r ~ - z - t  5.66 ci-après, peut 

8% div iaer  et-i c ieux p a r t i e u  : 

- La ~rrrrbtatrc cuu.rç:spar:d & :me p&riode i i 'aztente,  non 

çyit5cifique i:e Zr* yhi3~7jJkrc-lnae r s - l c r ~ l l n ~ ? ,  c9ir'::riL laque118 il y a 

unir a o r b a l e  f ncox-j.:ar~i Lion ds;rs acùidt;a amin6s rntx~-qutJc:g r i n n ~  1 ~ ~ 3  

pol~peptrdes ~ ,~ -c?c ip i%ab-I -e~  RU TCA ; 2% la Y3.n de cot.t,c; pér iode ,  

l'incorpor~xion augrnonte c o ~ ~ ; i d 6 ~ u b l e m s n t  g o u r  garder e n s u i t e  

Inn %ailx cons t ; a x ~ C ,  (12,s cet i n b r a ~ i t ,  1s ~ - G u l ~ ~ c t o s i d n s e  induite 

ec t ,  c1.f.t a u - s a i ,  oyriLkic:Li~eie, Lu :.yr,tL&se U ~ G  1 l d 3 W A  ne p e s t  



1 Unitde FA ~-2 s % f f e c t ~ u r  dms c o t t e  phase 

l A c .  a m i n 4  
i 4, - - .- 

non eyécif ique de la 
spécifique phosphatnee 

phase de ltcterice 

de latence non spécifique 

puisque l'addit~on de l'Ln- 

duetsur avm" la firi. de cette 

phase n'a aucune influence Bur 

la momsn'r .  do lu synthèse de la 

p-galaotosi.dase et qua dans 

nos conditions expérimentalee 

les rnHS4h sont stables. Cette 

phase de latence n 4 c e s s i t e  la 

pousibi l i t rS  dtune synthese 

gsotidiyue,  puisqufelle est 

allongée de tou te  ta pesiode 

durant Laquelle on ne fournit pas h 2.s préparation Y1 Les acides 

amin4s indispens~~b2se ,  Bnfin, d u r a ~ t  c e t t e  pdriode,  des modifi- 

ct-ltlons rnorpbologiq~es dea par.ticuZes P1 ont l i e u .  'tout ceci 

nous euggsre que c o t t e  pbuss utaltente corrempond & uns slr.nth&se, 

par des polysomee prQexietant~, de prot6inoe constitutives de la 

cel lule ,  altdreee au cours de nos y r é g a r a t i o ~ ~ a .  Ellea joueraient 

un rôle daas ;Zn epthQse  dee m H i U  ok dms 3.s structure des par- 

ticules, 11 ne s'agit pue dans le cas prueent, de X a  poLymérwse 

qui est tuuyours abonCiante dsria nse préparations. 

La deuxième partie de ka phase da latence sp4cifiyue 

de la 2hosphata~e ne corrsnpond pas B iur retard d m s  Ln cyn.t;h&se 



du mhihTk t r a n s c r i p t e u r  de c e t t e  snsi.yrrte, q t , l  ~ iou r rn i t ;  etre due h 

la persistance do phosphate &ans ZIGS préparations. Zn e f f e t ,  

l *&tude de 1 'aozion des inh ibf  teurn perntet de dérrian-trer que 

les mRI'IA de la pl~ocplietiase son: fom4a en m Q i n e  t e m p e  quo c e ~ x  

qui provoquent l'incorporation irnporton%e des acïdos aminé6 

et l a  syn-l;h&se ae la P-galactosidaso. iniduite .  11 f a u t  donc 

admettr~ qu'il existe deux Lyges de r&g,ri~lat.ion pour ln, phos- 

phstaee alcal ine  : 

1 O )  Selon Le cchd.mr de Jacob wt;  lv~onad, \;ne r8gu- 

llztion w niveau de l n  -kr~~nscr~ip . t ; ion  du XlNA en mrdiA puisquo, 

pour que l'enzyme soit synth& t i s E e ,  le rnT'NA doit ee forrriex* 

loraque les  particules proviennent de c d t u r e s  réprim&es par 

lo phosphate. Sans ce cne, IR, syrïtki?!~e 6.c la pkrou~~haterse par 

la pr4garat ion Pl est; bien une synthf3so "in v i t r o "  et, "de novon. 

20) U n  s y s t l - n i e  ùe bt<?cage de la traàuc%ioxa du RNA. 

messager, car celui-ci bien que présent  et utabla, no s'exprime 

en prott- ines i ~ . c t i v e ~  qtl'april-s une heure de latence.  Noue ntavolrrs 

pu déterminer le n i & a a n i ~ i n l e  de cette rGginlrt-tion & urle dta,pe ul- 

t4rieure au HNA messager, Cette d i f f i c u l - é i -  de Is phospliatase à 

efexprin;er n'est pas y~~: , r t icu l i .&re  Q .Ici prdparatian kl , on la 

m e t  &galement en trvidcnce daria l u  cclf.ule b~tc-t;&rienne. 





-. . f4'2y. 2 ..- $r.:kçi.501: 1 ' 3  * iles sph&rcr . ; l~st . .@s 

&+a la g;?.3'&;-?:~.r';-,-t;i.rlr~ py!$c&dcic t.s ont &-te l y g j g ' ~  &, 

di.gi-toi.11ne * Les :>articuf..e~ n b l c n u e s  , q , r f  a lavage, 

sont- reprises 6 . a . r ~ ~  311 vs.1.7.ume-t 1 OC f o i s  y ) l i i ~  peL5.d 

que 1s lic:.iuzn~ i . r : i t i a . l  tJ.e Ir* o~ispei.lsior, de sph&ro- 
..<. ;,lastee. . m e  n?ani5~:i*li@r; rio:-it ua gc$nGr.zL 2rctct.i anndes 

'. . en. peti.i;tis :2a.jsticu:Lce , K e m u , r q , ; ~ e r  f f 1 k c h . e ~ )  Ja, 

 ri-sence de i l r ~ e l q u e a  r;iuz:~bra.z~e:-: i n - t ~ ~ c t e s  . (X 4200) . 



Planche 1 



Préparations ohservdeu en microucopie électronique. 

L e s  prdpnra t ions  ont ét6 fixdes selon la 

teckinique H y t e r  e%: Mellenberç~er (1  ~ $ 5 )  et inclues dunir 

l'tspon se3011 L u f t  ( 1  27 ) , Lea co:ipeb; ont & t t r  effectuées 

à 1'uZtsarnicrotorne 2oricr=-J31um ou J2.K ,S., cuntrtrc'ç4eu 

?A X'hydroxydg; de p101:it s e lon  kr~~raoweky ( 1 0 4 )  et axa- 

rriit.:&es au rnic~oficnge ' I l l  t n c h i  HU - 1 1 A ,  



E~YOI'ES a-tadea de la yx4pi%r6.%ion den par'tictzles 

Pl ( ~ 6 ~  7. : ) .  

?'\ . r i g .  1 - B a c k o r i c r s  en cou r s  da -t;rnr:~fc-r- 

?nat ion d ~ ~ n s  le m 5 2 i s i ;  SP2 addi t lonné  de ~ ~ é ~ i c i l l . i n s .  

Noter lka-ppect vken 02,-eillec de I ~ i p i n "  de la cellule 

d&eign&e pur ln f l b c h e .  ( X  17000). 

P i & .  1 - Spk:+$roplaste en suaper!oiun dans 

1s m i l i e u  f B Ci*C : oz1 rsuiurque qi~ '5 . l  e s t  csntcrru . 
dasin deux enveloppeo. (X 35000) .  

F i g e  3 - Sph&ropXaste i m m t i d i r z t e m e x i t  a p r b  

2.a lyse pfl-r la ci: g i t o r r l n e  : O ~ A  ne renc:~intr@ que peu 

da grunülatifitnr.; dans I.ea f i b r e s  de IINA ; lets amas de 

ribosc>mos ne C:oran>cY&cefi% q7.i & se disperser, ( X  300~;~) . 
I t ' ig .  4 - Par-t.iculee 531 : l e s  f r t l g r n e x ~ t s  de 

parole  et de r c o m b s r ~ r ~ e s  err. o Per:.routlan-t on t  donnt5 aù I'li 

son. espect csrf-~e4.t5sj.~t.i.qu~. U n e  st;ri~c.ture organis4e 

( f l a c h e ; ~  semble ~'8differ B certains niveaux. 



Planche 2 



Evalution de& sghéroplaslea durant leur incubation (44). 

Fia. 1 - Sphéroplastes dans le milieu SP2 

% la fin de la période de tranaformation.(~ 7000). 

Fig. 2 - Sphérsplastea en isusparir;ion dans 

La milieu 1 a OOC.  (X 7000) .  

F i g .  3 - SphGr'ûplastes dans l e  milieu 

d'incubation pour la synthése de La phosphutuse sl- 

caline . (X 7000) , 

EY.ig, 4 - 3phBsoplastes apx.èa 2 h 30 min 

d'incubation à 30°C. De nombreuses cellules se s o n t  

lystles et le volume d e s  çphLropLaoteç r4siduels n'a 

pan  varie?, {X 7000) . 



Planche 3 



Ac-tion de la DNane e-t du I.'iixicuhti"cion 

sur l e s  pa-ticulers P l .  

Fig. 1 - lJasticuJ-sa If dana le milieu I 

S O°C, Noter  l 'irnpor-tn.nce du DNA In-terr-;.titlel.  

(X 4 0 0 0 ~ ) ~  

Fig. 2 - Particules PZ tsaitQss par 3a 

DNaee (60 pg/rnl.) durant  1 heure. Lsrzspect gdr,tSral de 

la préparation atest m o d i f i e 5  r les  particule^ semblent 

se dAotendre, le DEIA intersti%iel a disparu et des 

granulntiann 9 1 ' 2 ntéi5e-ur des parois  aont nettement 

visibles . ( X  2000c~). 

Fig. 3 - ?rarZ;lcii.'Les Pl etprèa 2 ki 3 C  min 

d'lncu'oation 6. 30°C" 3dtusy?c;nt g&n&r:tf de 3 a p ~ é p e -  

r a t i o n  est ident ique  ii celui de I n  fig. 2. k ce 

stade l o o  par%iculec -1 dovienaraient yorrnPnblea ù 

I n  DNaae  , ( X  40000 )~  
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