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Echelle des cellules viables: su lieu de 1.104 lire 2.104
au lieu de 2.104 lire 3.‘!04

Dixiéme ligne au lieu de base sont hypothése
lire base son hypothése

Quatriéme ligne au lieu de serait formés

lire seraient formés
. e . : B4
A la onz%éme et douziéme ligne: au lieu de Po4
lire P04 s de m8me dans le reste du texte.

Four la légende de la Zéme courbe

au lieu de [ o = Cinétigque de L'incorporation ...
lire oo = i Cinétique de l'incorporation ...

Inverser la 1ére et la Zéme légende des courbes

La légende de la figure 35 est & remplacer per 3
Asction de la DNasge (50 gg/ml} ajoutdée & différents temps,
sur la cinétigue de la syvanthése de la phosphatase alcaline.

Huitidéme ligne au liieu de: la puromycine est plus active
) lire: la puromycine est peu active

Pour la légende de la 1é&re courbe

au lieu de D---4 Cinétigque de l'incorporation
lire O == Cinétaicue de l'incorporation

Pour la légende de la 2éme courve :

au lieu de e Cinétigue de la synthése
lire ey Cindtique de la synthésse

uinziéme ligne: au lieu de chématisé lire schématisé
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La synthése d'une molécule protéique est la consé-
quence d'une chafne de réactions cbmplexes placée sous la dé-
pendance de nombreux facteurs. Bien gue plusieurs, considérés
comme des initimteurs ou des accélérateurs, aient été récem-
ment découverts, il n'en demeure pas moins que l'existence d'un
grand nombre d'entre eux est encore inconnue ou & peine soup-
gonnée. C'est une des raisons pour lesquelles il n'a jamais
été possible, jusqu'a présent, de réaliser la synthése totale
in vitro d'une molécule protéique déterminée et contrblée par
un DNA avec un mélange de ribosomes et d'enzymes solubles.

Par contre, des synthéses partielles, comme l'obtention de RNA
messagere transcrits du DNA ou de peptides synthétisés sous

le contr8le du RNA messager, sont possibles avec des systémes
acelluleires. Les recherchee concernant ces systimes ont donné
un essor définitif & lz biologie mcléculaire en élucidant le

code génétique et en permettant de démonter le mécanisme de

la synthése peptidique.

Cependant, seulsg des systémes de synthése complexes,
aussi proches que possible de la cellule vivante, peuvent a
notre sens effectuer toutes les réactions aboutissant & 1'é-

leboration d'une protéine & partir du message héréditaire.

Dans ce travail, nous nous sommes attachdé & 1l'é-

tude d'un systéme membranaire mcellulaire, obtenu par dégra-



dation trés ménagée des sphéroplastee d'E. coli. Nous avons
61é amené devant le complexité d'un tel systéme, & tenter

de préciser son fonctionnement en nous efforcant de déterminer
la cinétique et les conditions nécegsaires & la synthése de 1la

phosphatase alcaline.

Dens notre introduction, nous allons résumer suc~
cintement les mécanismes fondamentaux qui réglent la synthése
protéique. De nombreuses revues générales existent sur ce sujet,
nous insisterons seulement sur certains points intéressents pour
notre travail personnel, puies nous décrirons les différents
systémes acellulaires quli ont été utilisés pour son étude,

selon le plan suivant :

I -« La synthése protéigue
A . La trenscription du DNA en RNA messager

B . La formation de la chafne peptidique
1 / Activation et transfert des acides aminés

2 / Traduction du RNA messager en protéines

C . La régulation de la synthése des enzymes

II - Les systémes de synthése in vitro



I . LA SYNTHBESE PROTEIQUE

A . Ls TRANSCRIPTION DU DNA EN RNA MESSAGER

Depuis les travaux de Beadle et Tatum (14) en 1941,
il est admis que la séquence primaire dé cpaque protéine est
inscrite dans le géne correspondant. Avery et coll. ( 9 ) dé-
montraient, en 1944, que cette hérddité &tait portde par l'acide
désoxyribonucléique. Les séquences nucléotidiques du DNA sont
franscrites er séquences homologues dans les acides ribonu-

cléiques appel.€és messagers par Jacol et Monod (98).

La participation des ENA dans la synthése protdéique
avait été mis. en évidence par Casiersson (26) et Brachet {20,
21) et on a longtemps pensé que le RNA ribosomal, abondant
et stable, étiu t porteur de l'informatiorn traduite directement
en protéines par le ribosome lui-mém:. Cependant, Hershey (85)
détecte la synthése d'un RNA & marguage rapide et de faible
proids molécul:.ire lore de l'infectio:: d'E. coli par le phage
T2, puis Volkin et Astrachan (210) dSmontrent gque cet RNA est
spécifique du jhage. Plus récemment, Nirenberg et Matthaei (149)
par leurs exp iriences de sBynthése i1 Qitro, prouvent gque le ri-
bogsome lors de la synthése protéiquz est un support non spéci~
figque de la mol).écule synthétisde. Edtre temps, l'existence d'un

RNA, impliqué cans la synthése des protéines et dont la séquence



des bages transcrit celle du DNA, a &€té démontrée par de nom-
breux auteurs chez les bactéries (22,67,81,118,166,198,227,228)
ou les cellules animales (13,194). Weisas (217,218), Stevens
(204) et Hurwitz (93,94) ont montré que la synthése du RNA
messager (mRNA) n'avait 1lieu qu'en présence de la RNA poly-
mérasge. Cette enzyme que 1l'on rencontre aussi bien dans les
bactéries que dans les cellules végétales ou animales, repro=-
duit les séquences des bases du DNA, & partir des 4 nucléo-
sides triphosphates, et ne peut fonctionner qu'en présence

d'ions magnésium.

Les conditions de transcription du DNA par la RNA

polymérase sont différentes selon les conditions expérimentales.

In vitro diverses formes de DNA peuvent servir de
modéle : & partir d'un DNA monccaténaire, l'enzyme conduit a
un hybride DNA-RNA (28,214). Sous sa forme nsturelle, les deux

chafnes de DNA sont copifes indifféremment (27,95,96,199,219).

In vivo par contre, et parfois in vitro, la RNA
polymérase ne reproduit gu'une seule chafine de DNA (66,83,122,
130,207) ; il semble en effet, que certains motifs de la chafne
de DNA seraient nécessaires pour gque llenzyme puisse s'y fixer
(124). Cependant, d'aprés Bresler et coll. (2%) les deux chafnes
seraient susceptibles d'&tre transcrites en mRNA. Comme le sug-

geérent les expériences de Contesse et coll. (36) 1a formetion



du RNA nmessager parait liée et m8me dépendante de la synthése
protéique concomitante. knfin, la présence de ribosomes (193)
et de celle d'un facteur de translation favorisent la transcrip-

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

B_. LA FORMATION DE LA CHAINE PEPTIDIQUE

7 Actzvation et tranafert des acides amlnés

" e ee s em e ww e e s wem we

Il ressort des travaux de Lipmarnn {117), Hoagland
(86,87) Berg (15) et Novelli (161) que l'activation et le
transfeft des acides aminéds s'effectuent en deux étapes :
- dans la premiére une enzyme d'activetion, encore appelée
aminoacyl RNA synthétase par Berg (16), greffe une molécule
d'ATP sur un amino-acide. Puis par pyrophosphorolyse, en pré-
sence de Mg2+, il se forme du phosphate inorganique et un adé-
nylete d'aminoacyl.
- au début de la deuxiéme étape, le groupement aminoacyl est

transféré & une molécule de RNA soluble, ou RNA de tranafert

(tRNA) avec libération de 1l'enzyme et d'acide adénylique.

Nous avons reproduit sur le schéma suivant, et
d'aprés Neidhart (146) la réaction dactivation et de transfert

des atides aminés.



20
R-CH=-CT _ + ATP + gRNA
| ~o
NH+
3 ++
B Mg
_0
R-CH-C” + sRNA + PP
) ™ AMP
NH
E ‘ Mg+*
0
R-CH-C? + AMP + PP
i N gRNA
‘ +
NH

On a longtemps considéré qu'un seul type 4 'amino-~
acyl RNA synthétese existait pour un acide aminé. leis les
travaux de Yu (225) suggérent qu'il existe plusieurs synthé-
tases pour ls léucine chez E. coli ; ceux de Barnett {11)
confirment ces faits pour la phénylalanine et l'acide aspar-

tique chez Neurospora.

La réaction qui contr8le le transfert des acides
aminés fait done intervenir un RNA particulier appelé RNA de
transfert (tRNA). Contrairement au mRNA, la molécule du RNA
de transfert est steble. La configuration de sa chaine poly-
nucléotidique qui pourrait &tre "en épingle & cheveux', met-
trait en évidence la zone fonctiomnelle & l'arrondi de 1'é-

pingle.



Des travaux récents ont permis de déterminer la
structure et l'enchainement des nucléotides pour certains
1+RNA, et de montrer la présence d'un triplet caractéristique
(anticodon) de l'acide aminé transporté au milieu de la molé-

cule (25’29;90,123 ).

Le terme de ribosome désigne les particules que
1l'on trouve fixées au réticulum cytoplasmique. Roberts et coll.
(181) étudient leur structure ; ils sont composés de protédines
et d'un RNA ribosomal trés stable. Yankofsky et Spiegelman
(223 démontrent l'origine génique du RNA ribosomal. Au point
de vue fonctionnel, les ribosomes sont considérés comme les
particules élémentaires au niveau desquelleas s'effectue la

synthése protéique (119,192,199,206).

Transportés sur les lieux de synthése, les acides
aminés, portés par leur tRNA spécifique, reconnaitraient leur
position respective grfice & l'anticodon de ce dernier (37,89,
100,101,201 ), anticodon complémentaire des triplets du
mRNA constituent le code génétique. Aprés les travaux des
groupes de Nirenberg (147,148,149) d'0choa (113) de Khorena
(196), le code génétique est maintenant bien déterminé. Wettstein
et Noll (220) ont déerit les sites actifs du ribosome. La

synthése protéique débute par 1l’incorporation de la N-formyl



méthionine forment l'extr8mité N-terminale de la molécule (1,
216), quoique récemment, cette propriété ait été attribuée a
ltalanine chez B. subtilis (91 ). Le début de la synthé&se exige
un tRNA particulier & le méthionine formyldée et ls présence
d'un facteur d'initiation, l'extrémité N-terminale parait en-
suite éliminde par l'asction d'une enzyme protéolytique (62,159,
205). A partir du point d'initiation,unigue pour un opéron et
proche de 1l'opérateur selon Martin (131),on peut penser gue le
ribosome glisse le long du mRNA en lui restant attaché pex
l'aminoacyl-tRNA engagé & cet instant dans le ribosome (63,
64,160,212 ). La synthese de la protéine se fait donc dans le
méme sens que celui de l'asllongement de la chafine du mRNA (106,
112, 202), elle débute & l'extr8mité N-terminale, chaque acide
aminé étant incorporé en liant son groupe aminé au groupe car-—
boxyl de l'mcide aminé incorporé avant lui. e schéma de la

figure 1 résume la synthése d'une chafine peptidique.

Plusieurs ribosomes sont attachés sur le m&me brin
de RNA, comme 1l'ont montré Rich et Warner (178,179,211). Ces
structures qu'ils appellent polysomes Ffurent confirmées ; on
les rencontre dans les réticulocytes (82,195,212,213 ) le foie
de rat (129) les cellules Hela (168) ét chez E. coli (64,107 ).
lL.es polysomes peuvent &tre obtenus in wvitro par addition d'un
polynucléotide aux ribosomes (12,200 ). In vivo, il existe une

bonne corrélation entre le nombre de polyéomes et le taux de
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synthése protéique (82,168 }, bien que ce fait ne soit pas

toujours vérifié in vitro (111,128,177).

Cependent, malgré la présence du matériel génétigue
correspondant, les moldcules enzymatigques ne sont pes synthé-

tisdes au méme taux.

C . 1A REGULATION DE I.A SYNTHESE DES ENZYMES

La vitesse de synthése d'une protéine déterminde
ntest pas constante ; la synthése est done régulée par un mécae
nisme qui réagit en fonction de l'environnement de la cellule

et de son état physiclogique.

Un substrat qui, par addition, sugmente le taux de
synthése d'une enzyme est appeldé inducteur, inversement, un
métabolite gui diminue la formation d'une protéine, est appelé
répresseur. En 1946, Monod et Auduresu montrérent que l'induction
enzymatique, alors appelde adaptation enzymatique, &tait socus
contréle génétigque. Depuis, l'induction a été particulidrement
étudiée sur le systéme f-galactosidase d'E. coli par Cohn, Monod,

Jacob et Cohen-Bazire (33,35,97,136,138).

Elle correspond & la synthése dtune protéine ensy-

matique nouvelle ( 34,88,98,173,183 ). Des gdnes particuliers
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réglent les phénoménes d'induction, ce sont les génes régulateurs,
ils sont distincts des génes de structure qui sont placés sous
leur contrble (98 ) ; cela eat prouvé par l'existence de mutents,
sur le géne de structure, qui synthétisent une protéine dépourvue
de propriétés enzymatiques ; les substances qui induisent la for-
mation de l'enzyme chez le type sauvage, induisent de m8me la
synthése de le protéine modifiée chez le mutant (169). L'induction
concerne souvent plusieurs enzymes dont les synthéses sont réglées
d'une meniére coordonnée a pertir d'un groupe de génes de struc-
ture contrdlé par un opérateur, le tout constituant un opéron.

Le géne régulaxeur agissant au niveau de l'opérateur, par 1l'in-
termédiaire d'un répresseuvr qu'il faut distinguer du métabolite
répresseur, contrfle la synthése enzymatigue en blogquant ou en

ralentissant la transcription des génes de structure en mRNA,

En présence d'un inducteur, le répresseur devient
inactif et la synthdse a lieu. Cette relation directe entre
1l'induction enzymatigque et la synthése d'un mRNA a été démontrde
lore de 1l'induction enzymetique de la B-galactosidase par dif-

férents auteurs ( 7 , 8 , 84).

In répression enzymatique, gqu'il faut différenciexr
de la rétro~inhibition, & £t€ mise en évidence par Monod et
Cohen-Bazire (137) dans le systéme tryptophane d4'k. coli. Elle

obéit & un mécanisme essentiellement semblable & celui de l'in-
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duction enzymatique mais dans ce systeme, le répresseur, inactif
par lui-m8me, ne réprime la aynthése qu'en présence du métabolite
répresseur. Dans le cas présent, la synthése de la tryptorhane
synthétase, est inhibéde par le tryptophane. De mé&me, la synthése
de la phosphatase alcaline est inhibde, en présence d'ortho-
phosphate, chez . coli (58,92,209 ). Nous avons reproduit sur
lae figure 2 un schéma du mécenisme général de l'induction et de

la répression selon Jacob et sionaod (98 ).

Une fois l'hypothése du répresseur admise, les
auteurs ont tenté d'an déterminer la nature. Jusqu'ici hypo~
thétique (99 ), la nmture protéique du répresseur a été confirmde
par Gilbert (65 ) et tout récemment Rikenberg (180) a démontré
que se synthése pouvait &tre indépendante de celle d'un RNA

messager.

I . LES SYSTEMES DE SYNTHESK IN VITRO

—

Les différents systimes de synthése in vitro ac-
tuellement connus ne réalisent pae toutes les dtapes de la
synthése protéique allant de la transcription du DNA & la
libération dans le milieu de la protéine. Cependant, 1'é-
tude des diverses synthéses partielles réalisdes in vitro &

partir des systémes que nous allons décrire, a permis de dé-
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Figure 2

Mécanisme de le régulation de la synthése des

protéines selon Jacob et Monod (98).

Gene Opérateur  Génes de structure
régulateur
R 0 A B

—

4+ T
’ Voo

Répresseur

AL MWW A mRNA

Voo
VMN \/VWVW Protéines

S
-

Répression ou
Induction

étabolit e




- 14 =~

terminer la chaline compléte des rémctions conduisent a 1la syn-

thése protéique.

Ltactivité des premiers systémes de synthése pro-
téiqué in vitro, a ét¢é mise en évidence par l'incorporation des
acides aminds marqudés dans les protéines totales. Ces résultsts
ont été obtenus par Zamecnik et Keller (229) avec des homogénats
de foie de rat, par Littlefield (119) avec ceux de tumeur asci=-
tique et par Tissiéres, Schlessinger et Gros (206) avec des

lysats d'E, coli.

A ., LE SYSTEME DE SYNTHESE IN VITRO DE L'HEMOGLOBINE

———

Ina premiére synthése d'une protéine définie, a &té
réalisée avec ce systéme. En 1956, Kruh et Borsook (108)
montrent gue 1l'hémoglobine représente 85 p. 100 des protéines
totales synthétisdes in vitro par des réticﬁlocytes de lapin.
Rabinovitz et Olson (174) démontrent qu'un systéme contenant des
microsomes de rdéticulocytes, incorpore du fer dans 1 'hémoglobine.
Schweet et coll. (192) réalisent la synthése de 1'hémoglobine a
partir d'un syetéme acellulsire préparé dans les conditions
suivantes : les réticulocytes de lapin sont lysés & l'eide
d'une solution hypotonique contenant dg magnésium. Les microscmes
proviennent du culot de centrifugstion obtenu & 105.000 g, alors

que le surnageant précipité & pH 5 fournira "l'enzyme pH 5%".



Ces deux fractions sont les composants de base du
milieu résctionnel. Ellea peuvent avoir une origine différente i
on obtiendra par exemple la globine du lapin, en ajoutant & des
ribvosomes de réticulocytes de cobaye, la fraction enzyme pHS5 du
lapin (186), Ce sysidme réegit & une addition d'acide ribonu-
cléique par une activation de le synthése de l'hémoglobine (109,
110) . Dintzis et Knopf (45,46 ) ont étudié 1l'enchainement des
peptides de 1l'hémoglobine avec un systéme analogue. Dans ces
conditions, le taux de synthése du systéme mtteint environ
1 p. 100 de celui de la cellule vivante ; le marquage de la
chaine au VOisinage de l'acide aminé N-terminal &tant presque
nul, il semble gque le synthése de novo soit trés faible, et gue
la molécule d'hémoglobine synthétimée provienne de l'achévement

de chaines préexistantes.

B . LE SYSTEME DE NIRENBERG

En 1961, Mattheei et Nirenberg (134) mettent au
point un syetéme de synthése in vitro & partir d'extraits
d'Eachericbia coli. Lee cellules sont broydes en présence d's—
Junine dans un tampon Tris, contenant du magnésium. Aprés troie
centrifugations & 30.000 g, le dernier surnageant est centrifugé
& 105,000 g 3 le sédiment obtenu correspond aux ribosomes. La

synthése protédique rdéalisde par les ribosomes & partir d'acides
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aminés marqués, et en présence de RNA solubles (sRNA), est dé=~

pendante de l'sddition de RNA extreits des ribosomes eux~m8mes.

Cl'lest avec ce systéme que Matthaeli et Nirenberg

(132,133,149) ont commencé le déchiffrage du code.

~ Plusieurs auteurs ont étudié la synthése des pro-
tdines de l'enveloppe du bectériophage (47,}45,163,184 ), par
.addition de RNA phaegique & un systéme de ce type, rlors que
Mueller (142) dans le méme ordre d'idée, a utilisé un systéme

o

obtenu & partir 4d'‘homogénate d'embryon de poulet.

- Bonner et coll. {( 18 ) ont obtenu la synthése d'une
protéine végétale, la globuline de la semence du pois, & partir

dtun tel systéme.

Cc . LE SYSTEME DE NOVELLI

La synthése in vitro de la;ﬁ-galactosidase a partir
d'un systéme acellulsire, & &¢té dderite par Kameyama et Novelli
{ 50,102,103,169 . Ce systédme se prépare par la destruction & la
"French press"” des cellules 4d'l. coli préalablement induites.
Aprés élimination des bactéries intactes, le surnageant centri-
fugé 30 min & 105.000 g, conduit au culot P30. Une nouvelle
centrifugation de¢ 90 min permet de recﬁeillir le surnageant S590.
Lo synthése de 1l'enzyme, qui requiert de nombreux facteurs, ne

peut se faire que si lea fractions P30 et S90 proviennent de



- 17 =

bactéries induites pour lis B-galactosidase. 11 semble que ce
systéme contiendrazit le mENA nécessaire & la synthése enzyma-
tique ou qu'il achéverait, la durdée de la synthise étant assez

courte, les chaines commencéeg par les bactéries.

A partir de technigues similaires, diverse auteurs

ont réalisé la synthiése in vitro de protédines spécifiques :

- Yure et coll. (226) ont réalisé la synthése in

vitro de la tryptophane synthétase.

~ Whiteley et Oishi (221) ont effectuéd in vitro la
synthése de la phosphatase alcaline, puis Oishi et coll. {164)

celle de l'o« amylase provenant de Bacillus subtilis.

- Kato et coll. (105) ont obtenu in vitro la syn-
theéee de la toxine diphtérique avec un systéme acellulaire
ayent pour origine des cellules de Corynebacterium diphteriae

cultivées dans urn milieu pauvre en fer (165).

Les diverses méthodes employédes jusqu'ici pour l'ob-
tention de systémes de synthése in vitro ont l'inconvénient de
détruire l'architecture cellulaire. Aussi les systémes obtenus
sont-ils +trés pauvres en fragments organisés qui sont vraisem=-
blaeblement le support des synthéses grécifigues. Par contre la
préparation décrite par Nisman et call; (17,154 ), en frag-

mentant la cellule d'une manidre trég ménagée, a le mérite de



conduire & un systéme doué d'une forte mctivité de synthése

pour des protéimes enzymatigues,

D , LE SYSTEME DE NISMAN

A l'oxrigine Nisman fonde son systéme sur la trans-
formation, en présence de pénicilline, des bactéries en sphé-

roplastes, et de leur lyse en milieu aqueux { 150, 151 ).

En 1958, il remplace l'esau par une substance tensio-
active peu drastique, la digitonine (155). Le lysat obtenu, cen~
trifugé év25.000 &, conduit a4 un sédiment qui, apréa lavages et
homogénéisations, donnera la fraction Pl essentiellement cons-
titude de membrenes cytoplasmiques. Cohen et Nisman (31 ), en
étudiant cette fraction par anulyse en gradient de densité, ont
montré qu'elle correspondait & une éssociation DNA-RNA-protéine.
Incubée, la fraction Pl effectue la synthése de la phosphatase
elealine (17 ) et de la f~galactosidase (153,156). Cette dernidre
s'effectue en présence d'un inducteur si la fraction P! provient

d'une souche inductible, mais non induite, et en absence d'in-

ducteur si la fraction P! provient d'une souche constitutive.

Depuis lors, dem systémes assez proches de celui de
Nisman ont &été utilisés par divers smuteurs. Moore et coll. (139)
le préparent & partir de sphéroplastes lysozyme de Streptococcus

faecalis, en remplagent la lyse par trois passages successifs a
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travers une seringue, le reste de la préparation étant basé
sur le m8me principe. Nagata et coll. (143) emploient également
le lysozyme pour obtenir des sphéroplastes 4d'E. coli qu'ils
sounettent ensuite & un choc osmotique. Ils obtiennent ainsi
un systéme formé de membranes cytoplasmigues suxquelles sont

fixées des ribosomes.

Pour notre traveil, nous avons utilisé le systéme
de Nisman ; en effet, la méthode de préparation permet d'ob-
tenir des quantités importantes de matériel biologique trés

actif.



METHODES ET TECHNIQUES

La méthode de base utilisée pour la préparation do
la fraction P1 est celle de Nisman (157). Nous l'avons eppli-
quée & l'étude de la phosphatase alcaline selon les techniguesn

décrites par Bishop ( 17 ) et Guiliaume { 71 ).

Cependant, nous svons précisé un certain nombre d:=
points de technique, et étudié systématiquement des contrlles
réalisables de la préparation : il s'agit particuliérement de
la mise au point de la numération des sphéroplastes en milieu
solide, de l'évaluation des contaminations exogénes et de
l'examen critique des préperations en microscopie électronigue.
Yoar eilleurs, nos manipulations sont réelisdes dans des condi-

tions aseptiques maximales.

Dans ce chapitre, nous décrivons les techniques et

les méthodes utilisdées constamment dans ce travail, c'est~a-dire
s



la préparation des fractions FPl, leur contrfle et les conditions

d'incubation pour les synthéses.

LY

Les techniques particuliéres & une expérimentation

seront exposées en méme temps que les résultats.

1 + Souches bactériennes

Nous avons utilisé la souche E. coli K10 dérivée de
la souche K12 et principalement un mutant de cette souche exi-
geant en arginine E. coli K10 Arg 4 (P+R1+R2+). Les bactéries

sont entretenues sur gélose nutritive.

N

» Milieux de culture

Les milieux de culture suivante ont été employés 3

- Milieu MSBY1 ( 70 )

Milieu BPG¢ ( 78 )

Milieu SP2 ( 17 )

- Milieu 63 ( 32 )

Les milieux liguides sont ensemencés avec 1/100 de leur volume



d'une suspension bactérienne dana l'emsu physiologique, contenant
1.108 germes par millilitre,provenant d'une culture fralSche de

18 heures sur gélose nutritive.

3 . Milieu utilisé pour la numération des cellules visbles

Les cellules devant &tre dénombrées sont, soit des
bactéries, soit surtout des sphéroplastes, cellules particulié-
rement sensibles au choc osmotique. Cultivées en absence de
pénicilline, elles ont la propriété de réverser vers la forme
bactérienne avec comme conséquence, i'apparition de colonies

numérables.

Notre connaissence des sphéroplastes, acquise a
la suite des nombreuses €tudes que nous leur avons consacrées
ces dernidres années ( 73,75,78 ), nous a aidé dans le choix

d'un milieu de culture qui leur soit epproprié.

Nous utilisons pour leur numération le milieu SP2
contenant de la gélose (1 p. 100) du seccharose (0,5M) et du

megnésium (1,5.1072M).

Lors de 1l'ensemencement, le suspension de sphéro-

plastes est diluée dans le milieu Tris 2.10-2

2

M, pH 773, 88C-

charose 0,5M, Mg SO, 1,5.10 “M. Nous introduisons 0,1 ml de

4
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le dilution envisagée dans 25 ml de milieu de culture maintenu

& 40°C. Le tout est homogénéisé durant 5 secondes au "Rotamixer®

avant d'&tre could en boite de FPetri.

Dans ces conditions, la réversion a lieu au sein
méme de la gélose et la lyse est nettement moins importente
que celle observée pour la méme culture réalisde en surface
(tebleau XVII ). Les colonies sont numérées aprée un séjour

de 48 heures a 30°C.,

Les numérations bactériennes sont faitee avec le
méme milieu, mais les dilutions sont plus importantes et 1ten=-
semencement s'effectue directement en boite de Petri, par 1 '
talement en surface de 0,1 ml de la dilution considérdée. lLe

géjour & 309 est réduit & 24 heures.

4 . Obtention du mutant E. coli Agg”&

B. coli K10 est cultivé sous agitation, dens 20 ml
de nilieu 63 glucosé (0,8 p. 100) additionné de vitamine B1
(0,0002 p. 100) durant 18 heures a 30°C. Aprds centrifugation
le culot est repris dans du milieu 63 dilué 20 fois, de fagon
que la densité optique (DO) de cette augpension mesurde &

610 mp soit de O,1. Cette suspension en boite de Petri, sous
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une épeisseur de 2 mm est exposde durant 20 secondes au rayon-
nement d'une lampe & ultra-violets, placée & 13 cm (General
Electric Germicidal 4 W). Les manipulations sont effectudes
- en chambre noireafin d'empécher l'effet rdactivateur de la

lumiére.

A 20 ml de milieu 63 additionné de glucose, de
vitamine B1 et d'srginine (05004 p. 100) on ajoute 1 ml de
la suspension soumise aux UV, On centrifuge, aprés culture
d'une nuit, sous agitation, & 30°C. Le culot est lavé deux
fois dans du milieu 63 dilué au 1/20. Puis finalement sus-
pendu dens du milieu 63 glucosé et vitaminé B1, de fagon &
avoir une DO 610 de 0,05. Le tout est remis en culture
agitée a 37°C. Lorsque la DO 610 de la culture a doublé, on
ajoute 2000 unités de pénizilline par ml de milieu et l'on
continue l'agitation & 37°C pendant 3 heures. A ce moment,
différentes prises d'essai sont respectivement diludes 2 10-1,
10-2, 10-3 et 10—4 dans du milieu 63 au 1/20. Chague dilution
sert & ensemencer cing boites de milieu 63 complet gélosé a
1,5 p. 100, Aprés 48 heures de culture & 37°C, chague boite
est repliquée au velours sur milieu 63 complet gélosé, mais

privé d'arginine.

Aprés 48 heures, seules les colonies qui se sont

développées sur le milieu contenant de l'arginine sont prélevées.
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Un nouveau passage sur les deux types de milieu permet d'isolexr

le mutant recherché.

Parmi les différents mutante obtenus, nous avons
sélectionné la souche dont la transformation en sphéroplestesn,
sous l'ection de la pénicilline se fait avec le meilleur ren-

dement (E. coli X10 Arg—4).

5 . Obtention des sphéroplaptes et préparation de la fraction P

Lors des numéretions sur boites, effectudes systdé-
matiquement au cours de nos premidres préparations tl1, nous
avions constaté la présence de nombreuses contaminetions bvac-
tériennes. Ceci nous a amend & réaliser aussi stérilement que
possible la préparation du Fl1. Toutes les solutions et tous
les récipients sont stérilisés au préalable ; seules les solu=~

tione de pénicilline et de digitonine ne mont pas autoclavées.

Les bactiéries sont cultivées dans le milieu BPG
pendant 16 heures & 30°C soumis & une sgitation mécanique. On
en dilue une partie aliquote & 1000 ml avec du milieu SP2
glucosé & 4 p. 100, et prémlablement porté a 30°C, de sorte
que la DO 610 soit de 0,1. Le tout est iemis en incubetion dans

les m&mes conditions.



Lorsque ls DO 610 atteint 0,5, on ajoute au milieu
de culture 15 ml d'une solution de glucose a 40 p. 100, et
350 ml du mélange contenant pour 1000 ml de saccharose 2M,

50 ml de Mg S04 M, et 6.106

unités de pénicilline. La trans~
formation deé bactéries en sphéroplastes est hebituellement
totale 2 heures aprés l'addition de la pénicilline ; elle est

contr8lée par l'exmmen au microscope en contraste de phase.

A partir de ce moment, toutes les manipulations

sont effectudes entre 0°¢ et 2°C.

Les sphéroplsstes sont centrifugés 15 min & 6000 g

(Sorvall couronne GSA) et lavés deux fois avec milieu I 3
Saccharose 0,5 M
Mg SO4 1,5.10"°M
Trie 2.10"%M, pE 7,3
Pénicilline 2000 unités par ml

Lea mesure de la densité optique a 610 mp de la suspension du
culot de sphéroplastes dans 60 ml de milieu I, va nous donner
le vplume final de la préparation P1 :

DO x 2
100

v =

On améne les 60 ml de la suspension de sphéroplastoes
4 100 ml avec 40 ml d'une solution de digitonine & 2,5 p. 100

préaleblement dissoute par ébullition dane le milieu I, et re-
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froidie & 0°C. Dans certains cas, nous avons remplacé la digi-
tonine par le Brij 58 A la méme concentration. La préparation
est placée sur un agitateur magnétigue réglé & trés faible

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

Elle est contrdlée par la mesure de la DO a 610 my ,
par des numérations réalisées d'une part en cellule de Thoma,
d'eutre part, selon la méthode que nous avons précédemment

dégrite.

On ajoute au lysat obtenu 0,50 g de bentcnite et
on centrifuge le tout durant 15 min & 27000 g (couronne Sorvall
9S~-34). Le sédiment est lavé deux fois par centrifugation dans
le milieu I avant d'&tre repris et homogénéisé dans le méme
milieu par aspirations et refoulements successifs dans une
pipette dont l'embout est écourté. Les fragments non homogé-
néisés sont éliminés par une dernidre centrifugation de 4 min
a 500 g. Lle préperation P! ainei obtenue conserve intacte son
activité biosynthétisante pour le phosphatase alcaline durant
cing joure & 0°C. Le tablesu I résume la méthode de préparation

du P1.

6 . Leg contrble izds au cours de la préparation du Pl

a / Vérification de la persistance de i'exigence an argiw-
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TABLEAU I

Bactéries
Dilution dans milieu SP2
Addition de pénicilline
Centrifugation & 6000 g

{ {
Surnagesant Sphéroplastes
(rejeté)

3 lavages avec milieu I
lyse en présence de digitonine

|
Lysat total

centrifugation & 27000 g, 15 min

t {

Surnageant 1 culot
(sexrt & la
préparation de

ribosomes) ;
2 lavages avec milieu I

par centrifugation & 27000 g
(surnageants rejetés)

culot lavé

| Mise en suspension par
pipetages dans un volume
déterminé de milieu I,
0 Centrifugation a 400 g

{

culot
(rejeté)

ity e i 2 e e o e S i e o Bty
SmEsmSmmanmmTREnE=
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nine de le souche E. coli K10 Arg_4.

Cette vérification est réamalisée sur chague culture
avant utilisetion pour la préperation du P1. Il falleit donc

utiliser un test simple et rapide.

~Nous employons le milieu synthétique MSB1 gelosé
a 1,5 p. 100 dont ltunique source d'azote est le sulfate d'am-
monium. Lé prélévement bactérien effectué sur la culture en
milieu BPG est dilué a 1/200 avec du tempon Tris 10"%n pH 7,3.
Deux boites de Petri sont ensemencédes par étalement en surface
de 0,1 ml de la dilution. Nous déposons sur l'une d'elles un
disque de papier filtre imprégné d'une soclution d'arginine &
2 p. 100. Aprée 48 h de géjour & 1l'étuve a 30°9C, la culture

ne doit se développer que sur la boite ol se trouve le disgue.

b / Les mesures de le densité optique au cours de le lyse

Elles permettent de suivre L'évolution de le lyse
des sphéroplastes. Les prélévements, effectués dés le départ
a4 des intervalles de temps réguliers, sont lus a 610 mp
(Spectrophotomdtre Prolabo) aprés dilution au 1/100 dans le
milieu I. Une étude détaillée de la lyse est réalisée dans le

troisidme chapitre.
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¢ / Les numérations

Elles sont exprimées sauf mention contraire, en
nombre de germes contenus dans 1 litre de milieu SP2 immé-

diatement avant l'addition de la pénicilline.

- Les numérations optigues sont effectudes & l'aide
de le cellule de Thoms, aux diffdérents stades de la prépara~
tion du ¥1. Elies donnent donc 3
le nombre de bactéries initial (SF2)
le nombre de sphéroplastes en fin de transformetion
le nombre de sphéroplaestes sprés les deux lavages
le nombre de sphéroplastes aprés la lyse

le nombre de sphéroplastes dans la préparetion terminée.

- Les numérations des cellules viables sont réalisédes
& partir des mémes prélévements. Nous discutons dans le
chapitre II1 des avantages respectifs des deux méthodes, les

réaultats obtenus sont consignéds dans le tablesu X.

Mais.de plus, la numération des cellules viables
permet de déceler lors du comptage les contaminastions bacté-
riennes. Clest & l'occasion de ¢e type de nmumération gue nous
nous sommes Aaper¢u que certaines préparations contenaient des
Bacillaeceae. Ce fait nous a amené a tra@ailler ensuite stéri-
lement avec comme conséquence, l'élimination de toute conta-

mination. Un autre contrbfle de contamination est effectud &
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la fin de l'incubsation dens le milieu de synthése, comme nous

le verrons plus loin.

a / Contr8le optique

Il consiste en l'observation au microscope en
contraste de phase des différents dchantillons. Il permet de
suivre lL'évolution de la préparation et d'y remédier immé-

diatement si nécessaire.

Nous avons reproduit sur la planche 1 deux aspects

de la préparation du T1l.
R4

La premidre photographie représente des sphéro-—

R

plastes en fin de trensformetion. Le saccharose et le magné-

sgium ajoutés au milieu 3SP2 les ont préservés de la lyse.

Sur la deuxiéme, nous observons un échantillon
de la préparation Pl ellie-mé&me. Elle est constituée d'un amas
de petites particules provenant de la lyse des sphéroplestes ;
cependant, certains d'entre eux, au lieu de se fragmenter sous
l'action de la digitonine se sont vidés de leur contenu cellu-~
laire tout en conservant leur forme spbérique. Ces ™antOmes"
ou "ghosts" indiqués par les fléches, domnent par comparsasison

une idée de la taille des particules qui constituent le Pl.
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e / Contr8le en microscopie électronique

Il est évident que ces contrfles ne peuvent &tre
réalisés pour toutes les préparations du P1. Nous avons cons-~
taté gque les images obtenues sont parfaitement reproductibles
et nous ne contrSlons 1l'aspect des particules gque lorsque les
propriétés de biosynthése du P1 changent pour une série de
préparations (par exemple synthése anormalement feible ou

élevée de phosphatase alcaline) .

Nous svons rassemblé sur la planche 2 les images
obtenues en microscopie électronique au cours d'une préparation

de P1.

Le premiére est une préparzation de bactéries en
cours de transformation dans le milieu SI2 rendu hyperton.gue
et contenant de le pénicilline. 11l faut remarquer l'aspect ca-
racféristique "en creilles de lepin® de la>cellule située au

centre de la photographie.

La deuxiéme nous montre un sphéroplaste entiérement
transformé. On constate qu'il est limité par deux enveloppes ;
la plus externe correspond & la paroi devenue plastique, et la
plus interne & la membrane cytoplasmiéue. Quant & l'appareil
nucléaire, il forme des plages claires, réparties au milieu

d'un matériel cytoplasmique assez dense.
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Le troisiéme photographie est celle d'un sphéro-
plaste qui se lyse sous l'action de la digitonine. lLes amas
de ribosomes commencent & se disperser et les filaments de DNA
maintiennent encore une certaine cohdésion structurale. les
fragments de parois et de membranes sont encore assez impor-
tants, l'action de le digitonine va se poursuivre en les mor-

celant daventage.

La. derniére prdéparation représente les particules Pi
proprement dites. Parois et membranes libres se sont enroulédes
sur elles-m8mes, d'ol la forme sphérigue plus ou moins fermde

acquise par les particules.

Lorsque l'enveloppe sphérique est unigque, ribosomes
et DNA s'y mccolent du cbté externe, par contre lorsqu'elle ap-
paraft double, ribcocsomes et DNA disparaissent, mais une certaine
structure organisdée pourrait peut &tre s'établir entre les deux

enveloppes (flache).

7 « Conditions d'incubation nécessaires & le synthése de la

o ata c

Le mélange d'incubation est composé d'un mélange
stock, dont les composante et leur concentretion ne varient

que dans certains cas déterminés. A ce mélange de base peuvent



s'ajouter diverses solutions ; c'est en jouant sur leur concen=-
tration qu'il est possible de créer les conditions adéquates

nécessaires A certaines expériences particuliéres.

e / Composition du mélenge de base

1l est composé de telle sorte que sa oconcentration

finale soit

« Tampon Tris pH 7,3 2.10'1M

5,2.10"2M

- Mélange d'acides aminés

~ Pénicilline

- Glucose

10000 unités/ml
6.10" M

- Ca C1, 1,2.10™%M
- Saccharose : 2.10-1M
- XC1 1.10"%M

Le mélange d'acides aminés de la série 1 est réa-
lisé dans les propertions des constituante de la phosphatasge

‘alecaline. La concentration en acides aminés est la sulvante

(pmole/m1) :
Alanine 7.5 Méthionine 2,50
Arginine 0,29 fhénylalanine 4,20
Acide aspartique 11,3 Proline 6
Acide glutamigue 10,3 Sérine 6,2
Glycocolle 14,5 Thréonine 11,6



Histidine
Leucine
Isoleucine

Lysine

2,65
7,60
7,60

2,60

Tryptophane
Tyrosine
Veline

Glutamine

Asparagine
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4,08
2,20
6,50
6,50
6,5

La concentration d'arginine, initislement wvingt

fois plus élevée, a été abaissdée sauf mention contraire, &

0,29 pmole/ml afin d'augmenter l'incorporation d'arginine 14C

dans les protéines synthétisées par la fraction P1

celsa,

sans qu'aucune diminution de la quantité de phosphatase al-

caline synthétisée soit observable dans nos conditions expé-

rimentales.

b / Mélange d'incubation

Le mélange d'incubation définitif est formé selon

les proportions suivantes :

Fraction P1
Milieu I
Mélange de base

Mg SO, 1.10" "M

4

Eau distillée

400 & 900 pg de protéines sous 0,3 ml

(soit une concentration finale de 1.10°

0,3 ml
1 ml

0,2 ml
n)

C,2 ml

On incube stérilement le mélange & 30°C dens des
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tubes & raison de 0,25 ml par systéme. On effectue les dosages
de la phosphatase alcaline directement dans les tubes ol toute
synthése ultérieure de protéines a été bloguée par l'addition

de 400 pg/ml de chloramphénicol (CAL).

Nous avons rassemblé, dens le tableau II, & titre
indicatif, les activités phosphatasiques contenues dans diffé-
rents systémes aprés 7 heures d'incubation a'sooc. Remarquons
que l'addition des différents nucléosides triphosphates au
milieu réactionnel exerce dans nos conditions expérimentales
un effet inhibiteur sur la synthése de la phoaphatase alcaline
nous les avons supprimés,pour cette reison, du mélange d'incu-~

bation.

Le contrSle bactérioclogique réalimé tout au long
de la préparation du Pl se termine ici en vérifiant qu'en fin
d'incubation le milieu est exempt de toute contamination bac-

térienne.

Le prélévement (0,05 ml) est directement dtalé sur

boite de Pétri. La lecture se feit aprés 24 h & 1'étuve A 30°C,

8 . Dosage de la phosphatase algg;gggv

Il est réalisé selon une veriante de la technique

décrite par Garen et Levinthal (60 ). Le substrat employé au

ws



TABLEAU II

Unités de phosphatase alcaline synthétisée aprés 7T h d'ine
cubation & 309C, La fraction Pl utilisée a été préparde a

partir de la souche E. coli K10 Arg 4 (%),

Lfunité d'enzyme est définie comme l'activité qui libédre a

30°C une mpmole de p~-nitrophénol par heure.

Taux de

Unités synthése
Systéme complet 496 738
Systéme sans acides aminés | 9,6 14,3
Systéme sans arginine .6,4 9,5
Systéme gans calcium 123 183
Systime sans glucose 145 H 216
Systéme sans magndésium 247 368
Systéme avec ATP, CTP,
GTP, UTF 2.107*M chaque 279 415

{(*) Sauf mention contraire les expériences décrites au

cours de ce travail sont effectuédes & partir de la
souche E, coli X10 Arg 4.
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cours du dosage est le p-nitrophenyl-phosphate.

Le mélange d'incubation (0,25 ml) est dilué avec
0,25 ml de tampon Tris M pH 8. Le tout est placé au bain-marie
a 30°C, Au temps zéro, on ajoute 0,25 ml de solution de p-nitro-
phényl-phosphate & 10 mg par ml dans du tampon Tris M pH 8,

M32+ 10-2M, mercaptoéthanocl 1072

M. Aprés un temps d'incubation
a 30°C, exactement mesuré, la réaction est arrétée par addition
de 1,5 ml de tampon phosphate de potassium M & pH B contenant
de 1'EDTA 10™°M. La libération de p~nitrophenol est mesurée

au spectrophotométre 2 410 mp. Une unité d'enzyme correspond

a l'actiﬁité libérant dans ces conditions 1 mpmole de p-nitro-

phénol en une heure. L'activité enzymatique est lindaire en

fonction du temps d'incubation et de la concentration en enzyme.

9 . Incorporation des scides aminés marqués dens les protéines

L'introduction d'un acide aminé marqué dans le mé-~
lange d'incubation permet d'étudier l'incorxporation de cet acide

aminé dans les protéines totales.

Nous avons employé la L arginine Y4e (CEa,

14

93,5 mCi/mmole) & raison de 7 mCi/mmole ; la L lysine C (CEA,

93,7 mCi/mmole) & raison de 1,5 mCi/mmole ou de 30 mCi/mmole ;

14

et la L methionine-methyl 'C (CEA, 10,8 mCi/mmole) & raison



de 0,8 mCi/mmole.

Les prélévements (0,25 ml) sont précipités & froid
par l'ecide trichloracétique (TCA) 5 p. 100 et conservés une

nuit en chambre froide.

Dans des cas prdécis les tRNA sont éliminds en
portant les échantillons 5 min & 100°C, On procéde ensuite

selon la technigque habituelle :

Aprés sddition de 0,25 mg de sérum albumine comme
entrafneur, les précipités sont lavés cing fois & froid par
centrifugation et resuspension successives dans le TCA
5 p. 100, Le précipité repris par 1 ml de NH4OH 1T N est neu-

tralisé par l'acide scétique 5 N en présence d'une goutte

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

On ajoute 1 ml d'ume solution de chlorhydrate
d'hydroxylamine 2M A pH 7 et on laisse reposer pendant 1 h
& la température du laboratoire. {(Ce traitement rend non pré-
cipitable par les acides la radicactivité Tixée sous forme non
protéique). Aprés addition de 2,5 ml de TCA & 20 p. 100, les
précipités sont dissous dans 1'ammoniaque 1 N et la radio-

activité est mesurdée a l'aide d'un compteur Tracerlab.



- 40 =

10 . Dosage des protéines

Le dosage des protéines de la préparation Pl est
réalisé selon la méthode de Lowry et coll. (120) en prenant

comme référence la sérum-albumine de boeuf cristallisde.

11 . Dosage des ecides nucléigues

Le DNA est dosé par la méthode de Dische modifiéde
par Burton (24 ) et le RNA par le méthode & l'orcinol de
Mejbaum (135) en prenant respectivement comme référence le DNA

de sperme de saumon et le ribose.



PRODUITS UTILISES

Sels minéreux Prolabo

Agar i Difeco

Extrait de levure Difco

Extrait de viande Liebig

Peptone : Difco

Protéose peptone Difco

Tryptone' Difco

Glucose Kuhlmann

Saccharocese Kuhlmenn et the
British Drug Houses Ltd.
(Analar)

L Amino-~acides Nutritional Biochemiceals

(sauf DL Aspartique) Corporation et Sigma

P -Mercoptoéthanol Prolabo

Sel tétrasodique de l'acide Nutritional Biochemicals

éthylénediamine tétraacétique Corporation

Tris (hydroxyméthyl) sminométhane British Drug Houses Ltd.

Digitonine Prolabo

Brij 58 : polyoxythyléne—(20)-cethyl—éther Atlas chemical
industries
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Adénosine~5'=triphoaphate (sel disodique)
Cytidine-5'-triphosphate (sel de sodium)

Guanosine-5'~triphosphate (sel de sodium) Sigma
Uridine-~5'=-triphosphate (sel trisodique)
Actinomycine D (*) Mexrck & Co, Inc.
Chloramphénicol Sigma
Puromycine (dichlorhydrate) Sigma
Spécilline~G Spéocia
Désoxyribonucléase (stock N° DN-C) Sigma
Ribonucléase (type I-A) Sigma
Acide désoxyribonucléique (type III) Sigma
p-Nitrophényl-phosphate (sel disodique) Koch Light
Laboratories
Isopropyl- £ -D-thiogalectopyranoside Sigma
o-Nitrophényl—f?-D-galactopyranoeide FMann Research
Laboratories

(*) Nous remercions le docteur John S. Tzoumertis, Assistant
Director, Merck & Co, Inc. qui nous a procuré trés aima-
blement de l'actinomycine D.



CHAPITRE II

ETUDE DESCRIPTIVE DES PEASES DE 1A SYNTHESE
DE I.A PHOSPHATASE ALCALINE

PAR T.A FRACTION P1 D'E. COLI

Loraque la frection P1 est incubée dens les conw-
ditions expérimentales prdicédsmment dderites, l'activité plon-
phatasique ne commence & se manifester qu'aprés une phasa do

latence aBsez importante.

Dans ce chapitre, nous étudions la cinédtique de
l'activité enzymatique et nous recherchons par une étude sta-
tistique s8'il est possible de considérer la phase de latence

comme un phénoméne reproductible.

Ensuite, nous discutons des facteurs principaux
pouvant intervenir dans cette phase, pour retenir deux d'entre
eux, qui meront l'objet des travaux relatés dans les chapitres

suivants.
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« APPARITION Di L'ACTIVITE PHOSPHATASIQUE EN FONCTION DU

IEMPS D'INCUBATION

La courbe de l'activité phosphatasique en fonction
du temps d'incubation d'une préparation P1 est constitude de
trois phases (figure 3). Au cours de la pre&iére, sucune aug-
mentation notable de l'activité enzymetique dans le milieu
d'incubation ne peut &tre mise en évidence, c'est la phase

de latence.

Au cours de la seconde gui correspond a4 la synthése
proprement dite, on constate un asccroissement linédaire de l'ac-~
tivité phoephatasique en fonction du temps, c'est la phese de
synthése & taux constant ; sur la figure 3, on remarque qu'elle
est parfois suivie, dans nos conditions expérimentales, d'une
troisidme phase correspondant & un ralentissement et méme & un

arrét de la synthése.

Notons dés & présent 1l'importance de la phase de
latence qui doit &tre considérée comme une phase préparstoire.
Son étude peut nous donner des indications précieuses sur le
mécanisme de la synthése protéique et plus particulidrement

sur celle de la phosphatase.
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Courbe de l'activité phosphatasique en fonction
du temps d'incubation d'une préparation Pl.

unités PA

100

50

o

-

temps d'incu-

. bation en h

4
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A _, LA PHASE DE LATENCE

Sur la figure 4, nous comparons les courbes d'ac-
tivité phosphatasique donndes par des P! choisis pour la di-
versité de leur phase de latence ; l'allure générale de ces
courbes est identique. Cependant, selon la préparation uti-
lisée, la synthése ne commence qu'aprées deux heures, trois
heures trente ocu cing heures d'incubation. La durde de la
phase de latence, quoique toujours importante, est donec va-
riable, elle dépend vraisemblablement de la nature des pré-
parations P1 qui sont cependant réalisées, autant que cela
est possible, daens des conditions expérimentales identigues.
I1 faut admettre gue certains facteurs physigues ou chimiques
intervenant dans la synthése nous sont inconnus ; l'hypothése
la plus vraisemblable est que 1l'état physiologique des sphéro-
plastes au moment de leur lyse est a l'origine des différences

observées.

Pour préciser dans guelles limites peut varier la
durée de la phase de latence, nous avons déterminé le temps
de latence de 73 préparations P1 précédant la synthése de la
phosphatase alcaline. La distribution de fréguences en rdésul-
tant, nous a permis de réaliser l'histogramme représenté sur
la figure 5. L'intervalle de classe utilisé est de 30 minutes.

Les limites rdéelles des classes ont €té choisies de telle



Figure 4

Variation de la duréde de la phase de latence
pour différentes préparations Pl.
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Histogramme obtenu & partir des temps de latence
de 73 préparations P1.
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sorte qu'lelles ne coincident pas avec une valeur possible du
temps de latence. Nous remasrguons gque, dans la majorité dee
cas, la duréde de la phase de latence est de 3 h ou de 3 h 30 min,

la moyenne de la distribution de fréquence étant de 3 h 19 min.

B_. PHASE DE SYNTHESE A TAUX CONSTANT

Durant cette phase, la synthése de la phosphatase
aicaline s'accroft lindairement en fonction du temps. La pente
de la droite obtenus nous & paru &tre une mesure convenable du
taux de synthése puisquielle demeure constante durant plusieurs

heures.

Le taux de synthése est défini par la tangente de
l'angle o« : il est égal au nombre d'unités de phosphatase al-
caline synthétisde par unité de temps et ramend & une concen—
tration déterminde en protéines particulaires 3 l'unité de
temps est l'heure et la concentration protéique est donnde
en mg pour un volume d'incubation de 0,25 ml. Par exemple,
les courbes (1) et (2) de la figure 6 auront comme taux de

synthése respectifs :

a 20

teux (1) = protéines = 0,09 = e
c 48

teux (2) = protéines = 0,112 = Gab

Il nous semble que le taux de synthése donne une



Figure 6 - 49 -

.

Détermination du taux de synthéee de la phosphatase alcaline ¢
défini par la tangente de l'asngle X il est gal au nombre d'u-
nités de PA synthétisée par unité de temps et ramenéd & la con-
centration protéique exprimde en mg pour 0,25 ml d'incubation.

unités PA

100

temps d'incu-~
hation en h
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évaluation convenable de ltactivité des préparations Pl 3 en
effet, nous avons montré que l'angle & est, dans certaines
limites, proportidnnel & la concentration en proiéines pour

une préparation ¥l donnée.

C'est ce qui ressort de l'édtude des figures 7 et 8.
Pour une m&me préparstion P1, la synthése est sensiblement
proportionnelle & le concentration en particules, donc le
taux de synthése est constant. Cependant, pour des concen-
trations extr8mes, systémes (1) et (4) de l'expérience 1910
du tableau III, le taux de synthése diminue. Lorsgque les
concentrations en Pl sont élevées, la synthése de molécules
protéiques antérieure & celle de la phosphatase, pourrait
provoguer l'épuisement du milieu en constituants indispen-
sables. Cele provoguernait une diminution, en veleur relative,
de la synthése de la phosphatase alcaline. A l'opposé, 1l'emploi
de faibles concentrations aboutit ¢gslement au m8me résultat :
on peut penser que les chances de rencontre des molécules et
des particules guli entrent en jeu durant la synthése diminuent

considéreblement.

La phase & taux constant est suivie 4 'une phase
d'arrét de lo synthése ; cette phase niapparait pas systéma~
tiquement au cours des incubstions. Dens les cas positifs,
elle est caractérisée soit par un fléchissement, soit par un

arrét total de la synthése, conséguence vraisemblable d'un
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Cinétiques de l'activité phosphatasique obtenues par
diverses concentrations d'une mé&me préparation P1. On observe
une proportionnalitd entre l'activité et la concentration en
particules du milieu d'incubation.

b unitéa PA

o) 1 2 3 4 ‘temps 4'incu-
bation en h

(1) 0,30 m1 de P! pour 2 ml de mélange d'incubation
(2) 0,15 m1 de P! pour 2 ml de mélange d'incubation

(3) 0,70 m1 de P! pour 2 ml de mélange d'incubation
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Pigure 8

Détermination des concentrations de P! au dela desgquelles

1'activité ne leur est plus proportionnelle. Cela est observé

avec les concentrations utilisées dans les incubations (1) et

(4). (Confere expérience 1910 du tableau I11).

unités PA

'y

1 2 3 4 5 “tempe d'incu-
' bation en h

(1) 0,9 m1 de P1 pour 2 ml de mélange d'incubation
2) 0,6 m1 de P! pour 2 ml de mélange d'incubation
3) 0,3 ml de P1 pour 2 ml de mélange d'incubation
4) 0,05ml de P! pour 2 ml de mélange d'incubation

Pour faciliter la représentation, les activités
relatives & la courbe (4) sont multiplides par 3.
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TABLEAU XIII

Taux de synthése en fonction de la concentratlon en
protéines du milieu d'incubation

Expérience 1710
Les courbes corres-~
pondentes sont celles
de la figure 7

Expérience 1910

- Les courbes corres-

pondantes sont celles
de le figure 8

Syg— mg de prot. taux mg de prot. taux
téies pour 0,25 ml de pour 0,25 ml de
d‘'incubation | synthése d'inocubation |synthése
(1) 0,09 222 0,292 167
(2) 0,045 220 0,195 190
(3) 0,03 233 0,097 194
{4) - - 0,016 125




épuisement du systéme ou de son autodestruction.

C . RAPPORT ENTRE LA PHASE DE LATENCE ET LE TAUX DE

SYNTHESE

Les courbes des figures 7 et B8 montrent que les
variatione des concentrations en Pl des systémes n'influent
pas sur la durde de la phase de latence excepté dans un cas :
c'est celui gqui correspond, sur la figure 8, & la plus faible
concentration en P1, (courbe 4) ; elle est dans ces conditions,
prolongdée d'une heure. Cependant, cette concentration six a
dix fois inférieure & la concentration habituelle, provoque
des conditions d'incubation anormalies, comme nous l'avons vu

précédemment.

Quoiqu'il en soit, nous avons recherché s'il y
avait une relation entrea la duxrée de la phaée de latence et
le taux de synthése pour différentes préparations Pl1, employdes
en concentrations normales, Sur la figure 9, nous avons porté
en abscisse le taux de synthése, et en ordomnéde la durde de la
phase de latence pour 12 préparations Pl prises an hasard. La
répertition des points élimine toute relation entre 1la durée

de la phase de latence et le taux de synthése.

s courbe représentative de l'activité de la phos-

phatase alcaline en fonction du temps, est donc caractérisée
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Figure 9

Recherche d'une relation sntre le taux de synthése et la durdée

de la phase de latence. Chague point est déterminé, en sabscisse

par le taux de synthése d'une préparation FP1 et en ordonnée

par la durde en heures de la phase de latence correspondante.

taux de
synthése
o
o
o
L 1000
°
©
)
< o
o
L 500
°
o
°
1 2 3 4 durée en h de

la phase de
latence
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par deux valeurs indépendantes

- une phese de latence, durant laquelle une légére synthése
peut s'effectuer. Cette phase de latence est exprimée en

heures.

~ une phase de synthése constante qui permet de calculer le

taux de synthése.

Pour les différentes préparations P11, le phase
de latence et le taux de synthése sont variables, indépen-
dante 1'un de l'autre. Par contre, hase de latence et

taux de synthése sont deux constant raque lsa n-
thege de 1 hosphatase alceline est réalisde 3 plusieurs
Joure d'intervalle svec une m&me préparation Pl. Ce fait est
primordial car il nous a permis de répéter nos expériences

dans les m@mes conditions durant une semaine,
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II . DISCUSSION

Nous avons vu dans le paragraphe précédent que la
durée de la phese de letence et le taux de synthése sont des
constantes pour une préparation Pl déterminde, mais varient

d'une préparation &4 l'autre.

A o TAUX DE SYNTHESE

Pratiquement proportiommel a4 la concentration en
protéines particulaires pour une expérience, il subit des mo-
difications selon la composition du milieu d'incubation (of.
tebleau II chapitre des techniques). Nous utilisons toujours
les conditions optimaleas d'incubation, et pour toute une série
d'expériences, des conditions identiques (m&mes solutions) 3
cependant, on constate des variations de taux de synthése
d'une préparation & llautre. Il n'a jamais été pomsible de
trouver une relation quelconque entre le taux de synthése et
un desg facteurs physigues ou chimiques que nous sommes capables
de faire varier. L'hypothése la plus vraisemblable est que l'aoc-
tivité de synthédse dépend de l'état initial des sphéroplastes
dont il n'e pas été possible de codifief exacterent la for~
mation. lLes essais tendant & faire varier le tasux de synthése
en méme temps que le temps de latence seront décrits dans le

chapitre IV.



B . PHASE DS LATENCE

La durdée de la phase de latence est toujours im-
portente, et subit releativement peu de variestions. Nous avons
classé artificiellement les raisons possibles de cette phase
de latence en 3 groupes
- elle pourrait provenir d'une difficulté Qe mise en évidence
de l'enzyme active.
~ elle serait peut-&tre due & la synthése de précurseurs par
des sphéroplastes survivants dans les préparations.

- elle pourrait enfin correspondre a4 1l'absence d’un site in-

digspensable & la synthése.

ghgsg ge_lgtgnge

Au cours de l'incubation des préparations P1, on
conatate que la plus grande partie de l'activité enzymstigue
se trouve sous forme soluble dans le surnageant, alors qu'une
fraction seulement reste attachée aux particules. Cette frac-
tion sédimentable représente 8 & 34 p. 100 de l'activité enzy-
matique totale (tableau IV) ; les cinétiques suggérent gque la
forme particuleire de la phosphatase est transitoire, l'enzyme
étant ensuite libérée dans le milieu egtérieur. On peut penser :

- soit que l'enzyme resterait lide aux polysomes des particules
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TABLEAU IV
. unités FA unités YA} unités YA | U.PA du _culot
Exp. pour 0,25 ml du au ’ U.PA totales
d'incubation | surnageant culot en p. 100
2005 96 65 33 34,3
1402 158 97,6 51,2 32,2
0106 198 155 32 16,1
0203 217 177,6 19,2 8,7

Répartition entre culot et surnagesnt de l'activité phosphata-
sique aprés 6 heures d'incubation dans les conditions expéri-
mentales habituellies. ‘
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jusqu'é l'achévement complet de la molécule gqui deviendrait
alors soluble.

- goit que la phosphatase synthétisée rapidement resterait
enfermée dane les particules de sorte qu'elle ne pourrasit
pas 2tre atteinte par le substrat ; ultérieurement, comme
nous l'avons remarqus, l'aspect des particuleé se modifie

et l'enzyme, alores libérée, pourrait &tre dosée.

L'imperméabilité de la membrane bactérienne aux
substrats est un phdnoméne habituel ches les bactéries ; pour
doser convenablement certaines enzymes comme lawﬁ~galactosidase,
les cellules doivent &tre trauitées par le toluéne gqui rend per-
méable lz membrane cytoplesmigue. Nous avons suivi l'ac=-
tivité phosphatasique des préparstions ¥l en fonection du temps,
en effectuant le dosage avec le FNIPF soit directement, soit
aprés incubation’durant 1 heure en présenc; de 20 p. 100 de
toluéne, so0it encore aprés addition de 1 p. 100 de brij et de
20 p. 100 de toludne. in aucun cas la cindtique n'a ét¢é modi-
fide par la présence de toluéne ou de brij, ce qui exclue for-

mellement toute forme inapparente de l'enzyme active.

2 . ga“pyage_dg latence gegagt_age_é_lg pe;sgsfagce de
sphéroplastes dans les_préperutions PI

En comperant les cinétiques de la synthése de la
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phosphatase alcaline dane les mémes conditions d'incubation
par les bactéries, les sphéroplastes ou la préparstion Pl en
résultant, on constate que la phase de latence des cellules
bactériennes est toujours nettement plus courte gue celle

des sphéroplastes ou du P1 ; dans l'expérience décrite sur
la figure 10, sa durdée passe de 1 h 30 min pour les bactéries

A& 3 heures pour les sphéroplestes.

Il semble donc que le fait de passer & 1l'étet
de sphéroplastes, provoque une lésion d'un site de synthése
de l'enzyme et allonge considérablement la phase de latence.
Elle devient alors identique & celle des préparstions P1 ;
comme ces dernidres contiennent constamment une certaine pro-
portion de sphéroplastes intacts, on peut se demander si
1'activité est due aux particules subcellulaires ou aux cel-
lules survivantes ; le fait que les sphéroplastes se lysent
durant l'incubation, ne change rien & ce raisonnement ; les
sphéroplastes synthétiseraient un précurseur de l'enzyme,
dont la molécule serait ultérieurement complétéde par les

enzgymes des particules.

Dans le chapitre III, nous examinerons ces hypo-
théses qui nous ont amené A chercher les preuves que la
synthése de le phosphatase slcaline était réalisée in vitro

per les particules de la fraction P1.‘
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Figure 10
Comparaison dee cinétiques obtenues a partir d‘%ngu—
bations de bactéries, de sphéroplastes et de P1. Les conditions
expérimentales sont identiques dans les 3 cae.

. unités PA

temps d'incu-
Pation en h

5

L

® ---8 Cindtique de la synthéee de la phosphatase par des
bactéries

OO Cinétique de la synthése de la phosphatase par des
sphéroplastes '

b—-q Cindtique de la synthlse de la phosphatase par la
fraction P1
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Dens ls fraction P1 comme dans les sphéroplsstes,
leg sites formateurs d'enzymes pourraient avoir perdu un élé-~
ment indispensable, qui devrait &tre recongtitué avent que la
synthése ne commence. Nous ellons ici trés briévement schéma-
tiser les différentes hypothéses gue nous avons envisagées, et
qui seront expoades en détail dans le chapitre IV. La premiére
consiste en la formation préaleble d'un facteur indispensable
8 la synthése de l'enzyme : dans nos conditions expérimentales
de répression par le phosphate de le phosvhatase slomline
avant incubation, la synthése du RNA messager spécifique de la
phosphatase doit précéder l'mpparition de l'enzyme. Cependant
d'autres facteurs préalaebles peuvent 8tre soupgonnés : la
formetion d'un RNA messager est elle»méme,~selon le schéma
de Jacob et lonod (98 ) dépendante de la disperition de la
molécule de répresseur, qui pourrait 8tre plus stable dans
nos conditions expérimenteles. On retrouve les m8mes effeta
si l'on admet l'hypothése de ilanson (127), selon laguelle le
phosphate lui-méme inhiberait la dimérisation de la molécule
enzymatique, ce qui provoquerait un dloguage de toute la chaine

de biosynthése.

Infin, on peut penser qu'au cours de ls préparation
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des particules, les sites de la synthdse ont pu 8tre modifids
les enzymes n'occuperaient plus des positione déterminées lems
unes par rapport aux sutres sur les struotures membranaires,
ce qui rendrait imposeible toute synthése coordonnée ; ce
serait seulement aprés un certain temps d'incubation que les

structures actives réorganisées commenceraient & fonotionner.

.
*
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CHAPITRE IIX

ROLE DES SPHEROPLASTES
DANS LA SYNTHESE DE LA PHOSPHATASE
ALCALINE PAR LA FRACTION P1

Les cinétiques de le synthése de la phosphatase
aloaline par la fraction P1 ou les sphéroplastes, sont trés
semblables. Les préparations P! contenant toujours une cerw-
taine proportion de sphéroplastes non lysés, nous cherchons,
dans ce chapitre,‘é évaluer la part de la synthése qui
revient, scit aux sphéroplastes, soit aux particules subocel-
Julaires. Dans une premiére pertie, nous étudions 1l'impor-
tence de la population des aphéroplastes dans les préparations
P1 et les relatione existant entre la synthéee protidigue et
le nombre de cellules intactes, Dans lé deuxiéme, nous dé-
orivons comment il a été possible de dissocier l'activité des
particules de celle dee sphéroplastes, ce qui nous permet de

démontrer que les particules effectuent la synthése in vitro.



I . ETUDE DES SPHEROPLASTES RESIVUBLS DANS LES PREPARATIONS P1

Une des caractéristiques de la prépsration acel-
lulaire P1 de Nisman est la lyse des sphéroplestes au moyen
d'une solution de digitonine. Cette lyse est contr8lée par
la mesure a 610 mp de la densité¢ optigue A différents moments
aprée l'addition de la substance tensioamctive. La courbe de
la figure 11 représente cette densité optique en fonction du
témps s elle permet de constater que la lyse commence immé-
diatement 3 un taux maximum ; en effet, aprés cing minutes,
la densité optique a déja diminué de moitié. La courbe ob-
tenue est du méme type que celle résultant de l'action d'un
antiseptique sur une population bactérienne, cl'est-a~dire que
par unité de tempm, le pourcentage des cellules altérées est
constant. La baiase de densité optique peut-8&tre suivie par
examen au microscope en contraste de phase (planche 1), on
constate alores l'éclatement des sphéroplastes, qui laissent
exsuder leur contenu cytoplasmique dans le milieu extérieur
et la désintégration des membranes en résultant. Cette dégin-
tégration conduit & de petits fragments dont la structure n'est
plus observable en microscopie optiqueﬂ Lea prémsence de ceux-ci
explique la densité optique résiduelle, qu'il n'est pas pos-

sible de faire baisser quel que eoit le temps de contact avec



7,5

2,5

Cinétique de le lyse des sphéroplastes en présence
dtune solution de digitonine & 2,5 p. 100+ Aprds 5 min de con-
tact la DO 610 a diminué de plus de 50 p.
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la digitonine.

A o SPHEROFLASTES DENOMBRES OPTIQUEMENT

Cependant, si par mesure de l'absorption & 610 my
la lyse semble trés nette, l'examen en microscopie optique du
lysat montre qu'une certaine proportion de‘cellulee de l'ordre
de 3.107 a 3.198 par ml de P1 échappe & l'action de la digi-~
tonine. Nous avons suivi cette lyse par numération des germes
en cellule de Thoma. Il s'lagit ici d'une numération de cel-
lules paraissant intactes et non des cellules viables. Les
répsultats sont exprimés en nombre de cellules pour la totalité
de la préperation. Sur le tableau V, on peut epprécier 1'im-
portance de la lyse : dans tous les cas plus de 98 p. 100 des
bactéries initiales ont été lysées so0it lors de la transfor-
mation en sphéroplastes, soit lors de l'action de la digitonine.
Ce pourcentage de cellules non détruites qui parait feible en
valeur relative, s'avére trés génant lorsqu’il s'agit d'étu-
dier l'activité de synthése in vitro. En effet, ce faible
pourcentage se traduit en valeur absolue par un nombre im-
portant de cellules intactes dans la préparation P1. Dans ces
conditions, est-il possible de parler Qe synthése in vitro
et ne faut-il pas préciser le rfle des germes résiduels dans

la synthése de la phosphatase alcaline par la préparation P1 7



-
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. Rapport entre le nombre de cellules d'un P1
et la quantité de bactéries qui a servi & la prépara-
tion de ce P1.,

Nombre de bac-~

Nombre de cel-

Cellules du Pl

Exp. téries dans 1 1 1lnles dane le Baet. initiales
de milieu 3P2 P1 correspondant en p. 100
1210 8,2.10'° 1,%.10° 1,58
1411 2,8.10"" 5.10° 1,78
2911 2,4.10"" 1,1.10° 0,45
0712 2,6.10"" 1,2.10° 0,47
11 9
1303 3,8.10 1,8.10 0,47
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1. Etude quantitative_de l‘act1v1te de synthése_en fonction
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Pour cela, nous avons ¢étudié la synthése de la
phosphatese alcaline en fonction d'un nombre déterminé de
sphéroplastes numérés en cellule de Thoma. La premiére colon-
ne du tableau VI donne le nombre de cellules'contenues dans
le volume de 0,25 ml sous lequel la préparation est incubde,

6 2 17,5.10°.

ce nombre varie selon les préparations de 1,25.10
Ces différences ne se retrouvent pas dans l'ectivité de bio-
synthése des diverses préparations (colonne 2 et 3). En effet,
l'activité totale de la préparation ramende & un nombre déter-
miné de cellules intactes n'est pas fixe, il n'y a asucune pro-
portionnalité entre le nombre de cellules que l'on trouve dans
la préparation et l'ectivité de synthése de cette préparation.
Ramenée a 106 cellules, l'activité mesurée apreés cing heures
d'incubation pasce de 1 & 10, selon le Fl utilisé. Ces résultats
nous ont fait penser que l'activité du Pl n'était pas due aux
cellules qu'il contenait, mais que les particules P1 en tant

que telles effectuaient in vitro la synthiése de la phosphatase

alcaline.

Par ailleurs, nous avons incubé dans des conditions
identiques des préparations de sphéroplastes et de particules

P1 provenant de la lyse de ces sphéroplaestes. Les numérations,



est ramenée a 106

TABLEAU VI

La quantité de phosphatase alcaline synthétisde aprés 5 h et 7 h d'incubation

cellule de Thoma.

cellules dans les colonnes (4) et (5)+ Les numérations sont effectuées en

unités PA synthétisdée apres

unités YA synthétiséde par 1060el-

Exp. Nombre de celiules une incubation de lules aprds une incubstion de
5 h Thn 5k 7h
2911 5,2.10° 38,4 7,4
0712 3.10° 35,2 102,4 11,7 34,1
1502 7,5.10° 152 246,4 20,2 32,8
2410 4,4.10° 92,8 161,6 21 36,7
2802 2,75.10 115 300 41,6 109
1,25.10° 48 166 38,4 132,8
1312 3,4.10° 152 328 44,6 96,4
1602 5,6.10° 388 69,2
0112 4,5.10° 336 74,6
1503 1,5.10° 125 83,3
colonne 1 2 3 4 5

L -
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comme précédemment, sont réalisées en cellules de Thoma et 1l'on
compare llactivité biosynthétisante des sphéroplastes et du P
correspondant. Les résultats sont exprimés dens les deuxiéme
et troisiéme colonmnes du tableau VII. Les nombres correspon-
dent aux unitdés de phosphetase slecaline synthétisée durant
e¢ing ou sept heures d'incubation, la quantité de phosphatase
alcaline préformée étant déduite. Dans ces conditions le
premiére expérience rapportée dans ce tableau tend & prouver
gue l'amctivité du P1 est due aux sphéroplastes qu'il contient,
puisque cette activité ramende & un nombre déterminé de cel~
lules intactes est semblable pour les sphéroplastes et le Pl
en provenant {colonnes 4 et 5) ; par contre, l'activité
prévisible des préparations acellulaires calculde d'aprés

le nombre de sphéroplastes gu'elles contiennent, est nettement
inférieure & celle gqui est observée. Ceci est particuliérement
illustré par les‘rapports caleculés dans 1eé colommes 6 et 7,
on constate que l'activité du P1 peut-&tre due, pour un

dixiéme environ, & la présence des cellules intactes.

Ces régultats, comme les précédents, semblent dé-
montrer que le Pl réalise bien "in vitro" la synthése de la

phosphatase alcaline.

Cependant, le variabilité de l'amctivité de synthése
des différentes préparations ¥l et celle dee rapports de la

rhosphatase alceline synthétisée au nombre de cellules intactes,



TABLEAU VIIX

Comperaison des activités phosphatasiques obtenues & partir d'incubetions de
ephéroplastes d'une part et de P1. d'autre part en fonetion du nombre totzl de cellules. Les
rapports de ces activités ramenés a 109 cellules sont indiqués dens les colommes 6 et 7. lLes
nunérations sont effectuées en cellule de Thoma.

colonne (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7)
Nombre de} U PA synthétisde U PA synthétiséde 6
Exp., | Incubation| cell. dans | sprés une incu- par 106 cell. apréshUp;erjgé ze}%u%isf1
de 0,25 ml bation de une incubation de phexo.
5h Th 5 h 7Th 5 h Th
Sphéro . 4,25.10° 201 300 47,2 70,5
2802 1,13 0,64
P 1 2,75.10° 115 300 41,6 109
Sphé:‘Oa 6,70}06 31,2 ‘ 4,6 ,
0812 0,14
P1 3,10° 99 33
Sphéxro. 7,25.10° 68,9 9,6
1503 0,11
P 1 1,5.106 125,9 84
Sphéro. 4,75.10° 58,8 12
Q604 6 0,20
71 2.10 116 58

¢l -




nous & donné guelques doutes sur la validité de nos résultats.
En particulier, nous nous sommes demandés si la numération de
cellules intactes correspondait & la réalité des faits, et ai
ce nombre obtenu était constant au cours de la synthéase de
l'enzyme. Cela nous s amené & examiner en microscopie élecw

tronique les sphéroplestes et les préparations Pl.

On constate qu'une population de sphéroplastes
lavés n'est pas homogéne. Certaines cellules présentent un
cytoplasme dense, et du matériel nucléaire réparti soit au
centre, soit en plueieurs amee. Par contre, la plupart pa-
raissent altérées ; leuxr membrane est souvent décollée de
la paroi sous~jacente, cu encore le contenu cellulaire semble
a8'8tre partiellement vidé dans le milieu extérieur ; cela doit

se traduire par des activitdés de synthése trée diverses.

Noue avons recherché un sutre test permettant
d'évaluer le nombre des cellules intactes. Le plus simple nous
e semblé 8tre la mesure de la viabilité des cellules. la
comparasison des nombres de cellulea pér numération totale
et numération viable, nous a mogtré qu'au moment de la lyse,
le premier diminuait nettement alors gque le second restait

pratiquement le méme. Cette disscocistion eéntre les deux modes
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de numération, nous a fait reprendre l'étude de l'activité
en fonction du nombre de cellules de la préparation, mais

cette fois en nous basant sur le nombre de cellules viables.

B . SPHEROPLASTES RESTES VIABLES DANS IE P1

Nous venons de voir les raisons pour lesquelles
nous savons substitué, dens notre étude sur le préparation ¥1,
la numération des germes sur boite de Pétri, & celle réalisde

en cellule de Thonmsa.

Nous avons dénombré, par cette technigue, le nom=
bre de cellules viables en début et en fin de neuf préparations
Pl différentes. lLes repports exprimés en pour cent du nombre
de cellules viables d'une préparation P1 au nombre corres-
pondant de bactéries initisles, sont consignés dens la
troigidme colomne du tableau VIII. La moyenne des pourcentages
qui est de 1,07 lorsqgque les germes sont numdrés en cellule de
Thoma {tableau V) n'est plus que de 0,104 lorsque les cellules
viables sont seules numérdes. Cette chute importante nous e
incité, avant de rechercher l'existence d'une relation entre
le nombre de cellules wviables dens le P! et son pouvoir de
synthése, & déterniner la cause des différences observées
entre les résultats donnés par les déux types de numération.

En effet, il semblait ancrmal d'obtenir pour le méme prépa-~ '



TABLEAU VIIT

Les chiffres de la derniére colonne indiquent
le pourcentage de cellules viables du P1 par rapport
& la quantité de bactéries initiales.

Nombre de bact.

Nombre de cell.

cell. du P1

e ————

Exp. pour 1 1 de viables du Fl bact. initiales
.milieu SP2 correspondant en p. 100
0408 5.10' 6,5.10° 0,13
1908 7.10"9 4.10" 0,057
1509 1,5.10"" 1,35.10° 0,09
2109 9.10'° 1,20.10° 0,13
2911 2,4,10"" 1,60.10° 0,06
0301 2,3.10" 1,47.10° 0,06
2102 2,4.10"" 2,30.108 0,09
0703 2,5.10" 1,80.10° 0,07
2003 1,5.10"" 4.10° 0,26

oo »
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ration P1 des nombres'variant de 1 & 10, selon le type de nu-
mération envisagde, bien qu'en début de préparation, les nu-
mérations des bactéries viables ou totales donnaient sensi-

blement les m8mes réaultats.

1 . Evolutmon du_nombre de_ cellules viables au_cours_ de

}a_pgégazagign_dg P1

Nousa avons déterminé au cours de plusieurs prépa-
rations P1, et & chague étape de ces préparations (etade bac-
téries, sphéroplastes avant lavage ; sphéroplastes aprés
lavage , lysat, P! proprement dit) le nombre total de cel=-
lules viables. Nous avons réuni les résultate deas différentes
nunérations effectudes & un m8me stade sur diverses prépara-
tionse de Pl1, et nous avons réalisé l'hietogramme correspondant
& chacun de ces stades. Nous comparons sur chagque figure les
deux histogrammes provenant de deux étapes successives. le
nombre de germea viables est exprimé en logarithme. Nous avons
choisi les limites réelles pour déterminer les classes et
convenu que la limite supérieure d'une classe appartenait a

la classe suivante. L'intervalle de classe est ici de 0,333.

Les dAifférents histogrammee.obtenus sont repré-~
sentés sur la figure 12 (a, b, ¢, 4, e). Nous comparons sur

la figure 12a, les nombres des germes viables au départ des
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Figure 12a 7

En trait plein, histogramme correspondant au stade bactéries

dee préparations Pl

En pointillés, histogramme correspondant su stade sphéro-

plastes avant lavage des préparations Pl.
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En abscisese on & porté le logarithme du nombre de cellules
viables (log n).

En ordonnée on = porté la frdgquence de la classe corres-
pondante (£).



préparations (stade bactéries) avec ceux du deuxidme stade
(5phéroplastes avant 1avage). Nous constatons dans ce cas,

que soue l'action de la pénicilline, la transformation des
bactéries en sphéroplastes est responsable de la perte de

la viabilité pour 90 p. 100 de germes ; nous verrons ulté-
rieurement quelle destinde est réservée 4 ces cellules. La
figure 12b, rend compte de la comparaison éffectuée entre

les sphéroplastes avant lavage et aprés lavage. Ici encore

la pexrte de la viabilité cellulaire, moins prononcée que dans
le cas précédent, est encore trés importante. L'examen de la
figure 12c¢, est particuliérement intéressant ; il permet de
comparer le nombre de sphdéroplastes dénombrés avant et

sprés la lyse digitonine. Ce nombre reste pratiquement cons-
tant dans nos conditions expérimentales, clest-a-dire aprés
une lyse d'une heure ; les cellules viables sont donc pra~
tiquement insensibles 4 l'action de la digitonine et la
diminution de la densité optigue du lysat observé précédem-
ment en cours de lyse s’explique par la lyse des sphéroplastes
. non viables. Or, la lyse des sphéroplastes par l'emploi de dé~
tergents doux, est considérée comme le fait capital de la pré-
varation du ¥1 : en effet, c'est & ce niveau gque la suspension
cellulaire s'éclaircit et s'homogéndise. Nos constatations dé-
montrent 1i'inefficacité des tensioactifs vig~-d-vis des cel-

lules viables, leur activité se limitant & lyser les sphéro-~



Figure 12b - 80 -
En trait plein, histogramme correspondant au stade sphéro-
rlastes avant lavage des préparations P1.

En pointillée, histogramme correspondant asux mémes sphéro-
plastes aprés lavage.
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En abscisce on a porté le logarithme du nombre de cellules
viables (log n).

En ordonnée on a porté la fréquence de la classe corres-—
pondante (£).




Figure 120
En trait plein, histogramme correspondent au stade sphéro-
plastes aprés lavage.
Bn pointillés, histogramme correspondant au stade de la

lyse.
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En abscisse on a porté le logarithme du nombre de cellules
viables (log n).

En ordonnée on a porté la fréquence de la classe corres-
pondante (f).
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plastes en mauvais dtat. Les deux derniers stades de ls pré-
paration du P! sont représentés sur la figure 12d4. Nous ob~
servons ici une lyse provoguée par le traitement mécanigue
auquel la préparation F1 est soumise (homogénéisations avec
pipette & boule, centrifugations). Enfin, nous avons repré-
senté sur le derniére figure (12e6) les histogrammes corres-
pondant sux bactéries initisles et aux cellules viables du P1
1 p. 1000des cellules initiaeles sont encore viebles 2 la fin
de la préparation, et cela de maniére constante. Il est inté-
reasant de déterminer la nature de ces germes viables, sur
leaquels_les divers traitements mis en oceuvre au cours de

le préparation P1 é&taient restés sans effet. Ils peuvent
8tre constituds par des sphéroplestes dont les enveloppes

plus résistantes les ont protégés de la lyse, ou bien de

bactéries dont la transformation en sphéroplastes sous l'action

de la pénicilliine s'effectue mal ; il suffit, comme nous l'la-
vons montré antérieurement avec Guillsume et Martin (78 )
d'effectuer les dilutions nécessaires aux numérations dans le
milieu I, d'une part, et dens l'eau d'autre part. lLes sphéro~-
rlastes se lysant presque inatantenément dans un milieu hypo-~
tonique, ici l'eau, le résultat de la division du nowbre de
germes viables aprés dilution dang l'eau par celui aprés di-
lution dans le milieu I, indique 1'état de transformation de

la préparation celillulsire. Nous avons exprimé ce quotient

-e
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Pigure 124

En trait plein, hiptogramme correspondant au stade de la liyse.

EBn pointillés, histogramme correspondant au stade final des

préparations P1.
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Pigure 12e

En txait plein, histogramme correspondant au stade bactéries
des préparations Pi.

En pointilléa, histogramme correspondant au stade final des
préparations P1.
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en pourcentage pour divers ¥l dans le tableau IX.: il montre
que les cellules wviables résiduelles de la préparation P1
sont formdes presqua exclusivement de sphéroplastes et non

de bactdries.

P1_entre le nombre de geymgs viables et le nompre de_cgl-

lules numérées cn cellule de Thome

Nous venons de voir que la préparation Pl achevée

renfermait environ 1 p. 1000 des germes viables initisux.
En comparant sur la premiére partie du tebleau X, le nombre
de bactéries numérées en cellule de Thoma, en début et en
fin de prévaration, ncus consiatons que le Y1 renferme plus
de 9 p. 1000 de sphéroplastes. Il suffit de comparer, en

se reportant aux deux parties du tablesu X, les moyennes des
résultats vbtenus au cours de différentes préparations P1,
pour observer l'existence de deux différences essentielles

entre les deux types de numérations 3

~ Lo premidére est relative & la transformation des
bactéries en sphéroplastes sous l'effet de le pénicilline. La
diminution du nombre de cellules viables est prés de 7 fois
supérieure & celle enregistrée pour les germes dénombrés en

cellule de Thoma. C'est & ce niveau gque s'observe la diffé-



TABLEAU IX

Les chiffres de ls dernieére colonne indiguent
le pourcentage de cellules viables de divers 1 apreés
dilution dans 1'eau par rupport au nombre de cellules
viables aprés dilution dans le milieu I de ces mémes P1,

Nombre de cell. | Nombre de cell.i cell. dans 1'eau
Exp. viables apris wviables aprés cell. dans milieul

dilution dans le | dilution dans

P - en p. 100
milieu I l'eau
2109 1,2.10° 2.10° 1,66
|

1312 2,2.10° 6.10° 0,27
1912 3,9.10° 1,8.10° 0,46
2812 6.107 2,6.10° 0,43
3001 4107 7.10° 1,75
20073 4.10° 2,1.10° 0,52
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Les chiffres de le derniére colonne indiquent
le pourcentage de cellules viables de divers 1l eprés
dilution dans 1l'eau par rupport au nombre de cellules
viables aprés dilution dans le milieu I de ces mémes P1,

Nombre de cell.

Nombre de cell.

cell., dans 1l'eau

Exp. viables aprés viables aprés cell., dans milieul
dilution dans le | dilution dans
<o " en p. 100
milieu I 1l'eau

2109 1,2.108 2.106 1,66

. a8
1312 2,2.10 6.107 0,27
1912 3,9.10° 1,8.10° 0,46
2612 6.107 2,6.10° 0,43
3001 407 7.10° 1,75
200% 4.10° 2,1.10° 0,52




rentes préparations Fl.

TABLEAU X

Compersison entre les deux types de numération (en cellule de Thoma
et sur boites de Petri) de 1'évolution du nombre total de cellules au cours de diffé-

Exp. Bactéries Sphéroplastes Sphéroplastes 1yse P 1
avant lavage aprés lavage

I 0112 7,4.10'%  3,7.10'0 2,6.10'° 1.10'%  3,5.10°
Numération en 0712 2,6.10'7  1,6.10"" 2,2,10'° 2.10'%  1,2.10°
cellule de 0301 2,7.10""  2,4.10"" 1,3.10'° 1,3.10'° 2.10%
Thome 2102 3,5.10' 0 1,3.10" 3,4.10'9 8.10° 2,1.10°
0703 1,9.10' " 7,5.10'° 1,9.10'° 1.10'%  5,3.10°
moyenne 2,28.10 ' 1,28.10"" 2,28.10'° 1,22.10'9  2,08.10°

1
11 0112 8.10'%  1,05.10'° 3,6.10° 2,4.10° 5.10°
fumération sur 0712 2,5.10""  3,75.10° 7,5.10% 5.10°  1,2.10°
boftes de 0702 1,2.10"0 5,3 .10° 3.107 4.10° 3,4.10°

. e
Pétri 2102 2,4.10'"  5,2.10° 2,4.10° 2,1.10° 2,3.10°

1 ,
0703 2,55.10' ' 3,9.10'° 6,6.10° 8.10° 1,8.10°
11 1

moyenne 1,85.10' ' 1,28.,10'° 3,27.10° 3,4.10° 2,74.10°
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rence la plus carasctéristique entre les deux types de numé-~
ration.

- la deuxiéme confirme ce gque nous avons décrit
plus haut su sujet de la lyse proprement dite : la digito-
nine inactive sur les cellules viables, lyse dans des pro=~
portions de 50 & 80 p. 100 les cellules numérdes optigque-~

ment.

3 . ge}afign_egtge_l:agtévgtg de_synthése et_le ncmbre

de_germes viables dens le Fi

Nous avons d'sbord recherché, en fonction du nom-
bre de germes viables, ce gque devensit sux diverses étapes
d'une préparation Pl le pouvoir de synthése. le premidre ex-
périence du tableau XI montre gue, rsmend & 105 germes vig-
bles, le pouvoir de synthése des sphéroplasies lavés,bdu
lysat ou du P1 lui~méme, est identique. Il est par conséquent
proportionnel au nombre de cellules viables rencoﬁtrées au
cours d'une préparation. Ls deuxiime expérience confirme ces
résultats. Il n'a pas &€té possible, dane nos conditions expé-
rimentales, de déterminer l'activité totale que donnersasient
les bactéries de départ. En effet, durant les cing ou sept
heures d'incubation, elles continuent & se multiplier, en-
levant toute veleur aux numéretions. Meis, si on réslise leur

incubation en présence de pénicilline, dens les mbmes condi-
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tions gque celles observées pour les sphéroplastes lavés ou
du P1, le milieu d'incubation contient un mélange de bac~
téries, de sphéroplastes et de lysat dont l'activité ne peut
8tre prise en considération. L'ensemble de ces faits tend &
démontrer gue seuls les germes viables du Y1 sont responsa-
bles de la synthése gui s'y produit, car il ne nous a pas

été possible, pour une méme préparation, de mettre en évi-
dence une discordance entre la synthése réalisée et le nombre

de germes viables.

Nous vencons 4'étudier comment 4dvolue, au sein
d'une méme préparation P1, le pouvoir de synthése. Il fal-
lait compléter cette étude en comparant entre elles les ac—
tivités de différentes préparations de Fl1, celles-ci étant
toujours exprimées en fonction du nombre de germes viables.
Nous pensons que ces comparaiscons sont valables puisque les
préparations de ¥l et les incubations sont toujours réalisdes

dans les mémes conditions expérimentales.

Nous avons rdésumé sur le tableau XII les résultats
de guinze expdriences différentes {numérotées de 1 a 15). Le
nombre de germes viebles contenus dane les incubations est
inscrit dans la premiére colonne verticale. Dans les trois
colonnes suivantes, nous trouvons succegsivement pour une
incubation de cing heures : le nombre d'unités phosphatasiqgues

synthétisdées, ce mdme nombie ramend & 105-cellules visebles et



TABLEAU XIJT

Corparaisorn des amctivités phosphatasiques de différentes préparations Pl apréds 5 hou 7 h d'in-
cubation {colonnes 2 et 5). Cette activité est d'une part remende & 10% cellules (colonnes 3 et
6) et d'autre part calculée en fonction de la concentration en protéines du milieu exprimdée en
mg/ml (colonneg 4 et 7). L'aztivité de départ est soustraite de celle observée aprés 5 hou 7T h

d'incubation (AU PA 5k ou AU PA 7 h).
L LR L L A e
1 2.10° 129,4 64,7 2303

2 2,35.10° 56,5 24 504

3 1,45.10° 65,5 45,1 1169 108,8 74,4 1928
4 0,90.10° 98,4 109,3 1951

5 0,60.10° 64 106,6 520

6 5.107 76,8 15,3 8573 176 35,2 1955
7 1,05.10° 52,8 50, 2 550 64 60,9 666
8 3,60.10° 75,2 20,8 626 128 32,7 1066
9 2,65.10° 92,8 33 828
10 2,75.10° 100, 8 36,6 1625
11 1,87.10° 96 51,3 1200 315,2 168 3940
12 | 2,30.10° 291 - 126 3383
1% 3,15.10° 105 33,3 972
14 2,46.10° 7 36,2 750 225,6 94 1943
15 5,50.107 352 64 28386

colonne 1 2 3 4 5 6 7
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la valeur de l'activité phosphatasique par rapport & la con-~
centration en protéines du milieu exprimé en mg/ml. Les trois
derniéres colonnes expriment les résultats obtenus aprés des
incubations de 7 heures. Nous remarguons immédiatement 1'ex~
tr8me diversité des résuliats lorsque l'activité est expri-
mée en fonction du nombre de germes vivants. Aprés ocing heures
d'incubation et pour 105 germes, 24 unités phesphatasiguas
sont synthétisdes dans l'expérience n® 2 et 109 dans 1l'ex-
périence n° ; c'est-a-dire environ gquatre fois plus. On
retrouve les mémes varistions pour des incubetions de 7 heures:
il y a cing fois plus d'unités phosphatasiques synthétisédes
dans l'expdérience n®ll gque dane l'expérience n°8. Comme il

est assez surprenant gqu'un méme nombre de germes puiBse avoir
dans les mémes conditions une activité guintuple d'une sxpé-
rience & l'autre, on peut se demander si ces discordances ne
sont pas le preuve que le Pl effectus une synthése "in vitro".
De plus, en comparant les incubations 4 et 7, on remargue gue
pour un nombre de germes initial sensiblement identigue
(0,9.10° 5 1,05.107) 1'activité phosphatasique exprimée en
fonetion de la concentration en protéines du milieu varie dans

un rappoxrt de 1 a 5.

snfin, nous evons représenté sur la figure 13, l'ac-
tivité de différentes préparations Pl en fonction du nombre

des germes viables qu'elles contiennent. On constate que



Figure 13

Activité phosphatusigue de différentes prépara-
tions 1 en fonction du nombre de cellules visblee gqu'elles
contiennent.

unités PA
L 200
. 100
-
i L '3 Y 1
0 1 2 o] nombre de cell.

viables x 105



l'activité de synthése reste reiativement stable, alors gue
le nombre total de germes viables auvgmente. Il ne peut s'a~
gir d'une absence de substrat dans le milieu pour les fortes
concentrations en cellules : en effet, un nombre de germes de
l'ordre de 5.105 n'est pas cepable d'épuiser le milieu nu-

tritif dans nos conditions d'incubation.

Tous ces faits contredisent nos conclusions du
paragraphe précédent et semblent indiguer gu'une synthése
indépendaente s'effectue en méme temps que celle rdaliséde
par les cellules viables. Il falleit chercher & dissocier
le mélange Fl et germes viables pour dtudier séperdment

l'activité des deux composantis.
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II ., DISSOCIATION DE L'ACTIVITE DE SYNTHESE DES SPHEROPLASTES

DE CELLE DES FARTICULES SURCELLULAIRES

Nous avons vu que pour une méme préparation de P1,
le pouvoir de synthése &tait toujours proportiomnel au nombre

de cellules viablep contenues dans le préparation.

Nous avona modifié toute une série de facteurs,
dans le but d'essayer de dissocier l'activité de synthése des

sphéroplastes de celle des particules Pl.

Nous avons d'abord tenté de séparer les particules
des cellules intactes par les procédés clasaiques de sépara-
tion comme la filtration ou lz centrifugation ; puis, devant
l'insuccés de ces procéddés, nous avons recherché si les tech~
niques physiques ou enzymatigues de destruction n'étaient pas
capables d'altérer spéecifiquement soit les cellules, soit les
particules. Enfin, nous avons #+té amend A utiliser des arti-
fices techniques basés sur les propriétés des sphéroplastes de

se lyser dans les milieux d'incubation.



A . ESSAIS PRELIMINAIRES

1 . Procédés phyaiquge_&g gégagagign

e R Y

& / Filtration sur membranes millipore

Blle e'est d'emblée révélide décevante. En effet,
pour 8tre efficace, le type de filtre qu'il faut utiliser
doit retenir les bactériee et les sphéroplastes. La prépa-
ration P1, du fait de sa hsoute teneur en DNA et de sa forte
concentration en saccharose (0,5 M) est une solution vis-
gueuse formant feutrage mvec les particules. Dang ces con-

ditions, le filtre se colmate immédiatement.

b / Centrifugmtion en gradient de saccharose

- Gradient discontinu

Noug introduisons successivement dans un tube &
centrifuger, en évitant de mélanger
- 3 ml d'une solution de saccharoce & 70 p. 100, 0,015M en
ions M32+, 0,02V en Tris pH 7,3, et contenant 2000 unités
par ml de pénicilline.
~ 3 ml d'une solution de saccharose & 50 p. 100 ayant les
m8mes caractéristiques

- 3 ml de la préparation Pi
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Les concentrations de saccharose employées peuvent surprendre.
Elles découlent cependant de la nature m&me du ¥1 qui est un
matériel dense. Ici encore, la viscosité du rl1, provenant de

sa teneur en DNA, et les fortes concentrations en saccharose
nécessairee expliquent les difficuliés rencontrées dans cee
essais de purification du P1, Par ailleurs, nous avons sou-
vent remarqué que les concentrations élevéés en saccharose
inhibaient le pouvoir de synthése de la préparation. Ce fait
vient compliquer le probléme : les fractions inactives re-
cueillies aprés centrifugation ne le sont-elles pss justement

4 cause de leur richesse en saccharcse ? Aprés une centrifu-
gation de 45 minutes & 900 g, 1a DO 610 des 3 ml de la pré-
peration Pl dépomés sur le gradient, a diminué. L'observation
en microscopie optique y montre les particules caractéristiques
du P1. Puis au niveau de la premiére interphase, en partant du
sommet, se trouvent ressemblés des sphéroplnstes abimés, divers
fragmenta provenant de leur lyse et les plus grosses particules
du P1 ; au niveau de la deuxiéme interphase, on observe easen-
tiellement un mélange de sphéroplastes abimés et intacte. Ces
différentes fractione sont teatdes soit seules, soit réaeso-
cides entre elles, dans les conditions habituelles. Dans tous
les cas, l'activité phosphatasique est devenue nulle ou insi~
gnifiente par rapprort & la préparation.P1 d'ol elles provien-

nent. Malgré ces résultats décevants, nous avons essayé d'u-~
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tiliser un gradient continu de saccharose.
- Gradient continu de saccharose

la suspension des particules P! en milieu 1 est
déposde sur un gradient de ssccharose préformé de concentra-
tions extrémes 20 - 70 p. 100 avec les mémes concentrations
en Tris et ious M32+ que précédemment. Aprés 45 minutes de
centrifugation a 56.000 g en couronne Bpinco SW 25, le gradient
est collecté par frections de 1,5 ml qui sont ensuite testées
avec le milieu habituel d'incubation. L'activité nulle ou
faible, est répartie au long du gradient et nous ne pouvons
mettre en évidence des fractions eyant conservé un pouvoir

de synthése convenable.

I1 faut noter que ces divers procédés donnent,
d‘'une expérience & l'autre, des résultets inconstants. 11
est difficile d'obtenir une séparstion identigue avec des
préparations F1 différentes. Les variations sont dues aux
fortes concentrations de DNA du P1. lors des centrifugations
le DNA entraine & la fois les sphéroplastes et le ¥Y1. La
microscopie électronigque permet d'apprécier 1l'importance du
DNA mélangé zux cellules et aux particules lors de leur

centrifugation (planche 4j.
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2 . grgogdgs“dg éegtgugtiog
a / Procédés physiques

Nous avons, & lfaside de ces procédés, tenté d'a-
baisser, sgoit le nombre de germes viables du P11, soit son

pouvoir de synthése.
- Congélation

Nous asvons remarqué que par congélation & basse
température, une grende partie des cellules directement nu-

mérables, dispasraissait.

Your réeliser cette congélation, la préparation
F1 est répartie par fraction de 2 ml dans ies tubees de 1 cm
de diam2tre. Les tubes sont plongés dans l'azote liquide
durant ¢ing minutes. Ils sont ensuite ddcongelés lentement
de sorte que la tempdrature ne dépasse jamais 4°C & 1'inté~
rieur du tube. lLes numérations des germes viables sont faites
avant et aprés congélation. Les rdésultets obtenus sont rassem~

blés dans le tablesu XIIIX.

Les activités des différents Pl ayant subi le
congélation sont variasbles @ elles paésent de 2,5 & 60 p. 100
de l'getivité initiale, mais restent dans tous les cas sensi~

blement proporticnnelles au nombre de germes viables.



IABLEAU XIIT

Influence de la congélation et de la sonnation sur l'activité phosphetasique
de divers P! aprés 5 h ou 7 h d'incubation {(colonnes 2 et 4). Cette activité est ramenée & 10°
cellules viables dans les coloﬁgea 3 et 5. Les activités de départ sont soustraites de celles

observées en fin d'incubation QU Pa).
Nombre de ' Avu ra Aura 7 n
Exp. | Incubation cell. viables Au a5 75'5—25?.—1}7‘ Aveatn 100 cell.
P1 4,25.10° 52,8 12,4
2109 5
P1 congelé 2,50.,10° 31,2 12,5
P 3,25.10° | 156 48
0911 4
P1 congelé 1,10.10 3,8 35
P . 6.10° 155 25,8
1611 5
P! congelé 2,75.10 . 57,8 20,9
1511 P1 5,20.10° 92,8 17,8
P1. congeld 9,50.10% 16 16,8
. 5
P1 0,60.10 64 106
0410 ' 5
P1 sonné 0,04.10 3,9 97
colanne 1 2 3 4 5

—66—
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- Somnation

Des résultats semblables g'obtiennent lorsque
ltincubation est réelisée avec du Pl préalaeblement soumis
& la sonnation, & l'aide du Raytheon Sonie Oscillator 10 ke
(derniére expérience du tableau XIII). Aprés sonnetion du P1,
le rapport de l'activité au nombrs de germee viables reste le
méme. Ces rdésultats ne peuvent s'expliquer‘que par un cbmpor-
tement identique des sphéroplastes et des particules cellu-

laires vis-a-vis des divers traitements employés.

b / Procédés chimiques

- Désoxyribonucléase

Noue avons essayé en soumettant le Y1 &4 l'action
de le désoxyribonucléase, de diminuer le pouvoir de synthése
des particuleas, sans modifier le nombre de cellules viables.
Les sphéroplestes viables ne sont pas touchés par ce traite-
ment, mais l'activité de synthése reste le plus souvent in-
changée. Nous devons faire agir le DNase & 0°C (50 P& par
ml durant 12 heures en milieu 1), car 3 température plus
élevée, une préparation témoin non traitde par 1l'enzyme, perxrd
toute activité. L'action de la DNase est inconstante et les
variations observées peuvent s'expliquer per la grande quan-

tité de DNA que renferme la préparation P1. Le DNA fonoc~-
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tionnel localisé au nivesu des perticules serait masqué par
le DNA libre du milieu. Nous reverrons ce probléme d'une
manidre plus détaillée lors de l'étude de 1l'action de la

DNage sur l'activité du P1, dans le chapitre IV .

¢ / Vieillissement
- en milieu I & 0°C
Ayant remarqué que le préparation Pl conservée
0°C dens le milieu I, gardait une mctivité sensiblement cons-
tante durant plusieurs jours, nous avons recherché comment
évelusit au cours de cette période le nombre de gexmes viables.
Les résultats rassemblds dans le tableau XIV, montrent que
llactivité de différentes préparations Pl ramende & 105 gexrmes
viables, reste constante aprdis un vieillissement de 84 heures
pour la préparation 2109, gu'elle a augmenté aprdés 60 heures
pour la préparation 0310, alors qu'elle diminue dans le méme
temps pour l'expdérience 2003. Au cours du vieillissement, le
nombre de cellules viebles diminue peu et ces expdériences ne
rermettent pas de dissocier leur pouvoir de synthése de celui
des particules.
- en milieu d'incubetion & 30°C
Le vieillissement en milieu I & 0°C n'ayant donné
aucun rdésultat, tandis que par conservation dans ce milieu a

tempdrature plus élevde, toute activité est détruite, nous
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avons cherché quel dtmit l'effet de l'incubetion dans le

milieu de synthése suxr la survie des aphéroplagtes.

Sur les figuree 14 et 15, nous avons représenté
en fonction du temps d'incubation, le nombre de cellules
restédes viables, et la cindétique de la synthése de la phos«-
phatase mslecaline. les cellules visbles numérées au commen-
cement de ll'incubation disparaissent rapidement, alors que
le vitesse de synthése de l'enzyme, aprés la phese de le-
tence, est sensiblement constante. Dens l'expérience décrite
figure 14, apres 2 h 30 min d'incubation, le nombre de germes
viables correspond au tiers de celui du départ, par contre il
diminue considérablement dans 1'expérience de lea figure 15,
puisqu'il peese de 7.104 Y 2.102, aprés 5 heures d'incubation,
moment ou débute ia synthése de l'ensyme active. Dans ce der-~
nier cas, lorsque la phase de latence se termine, le systéme

qui renferme 22 unités de phosphatase alcaline va en synthé-~

tiser 100 durant les 2 h 30 min suivantes.

Dane ces conditions, si la synthése dtait réalisde
unicuement par les cellules viables, 105 d'entre elles synthé-
tiseraient 50000 unités de phoerhatase en 2 h 30 min, ce qui
est trés supérieur a ls quentité d'enzyme synthétisde par
les bactéries. en absence de pénicilline; dans les mé&mes

conditions 10 unités sont formées par 105 bactéries en 2 h 30 min
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Figure 14

Activité phosphatasigue et nombre de cellules
viablées d'une préparation P! en fonection du temps d'in-

cubation.
unités FA cell. viables
4,104 .
2,10% 4
1.10% .
i 3 3 (Y (Y
1 2 3 4 temps d'incu-

bation en h

——0 Cinétique de la synthdse de la phosphatase
p———o¢ Nombre de cellules viables
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Figure 15
Activité phosphatasique et nombre de cellules

viables d'une préparation Pl en fonction du temps 4'in-
cubation.

unités PA cell. viables

7.107 4

L 100 5.10% 4
3.10%
-50
4

1.107 4

S ¢ o x —.']

5 temps d'incu-
bation en h

®——8 (Cinétique de ls synthése de la phosphatase

O——— Nombre de cellules viables



durant la phase de synthése & taux constent. Il ntest cepen-
dant pas encore possible d'affirmer que le FPi1 réalise dans co
cas la synthése in vitro de la phosphatese slealine, en efiet,
au cours des cing premiédres heures d'incubation, les sphéro-
plastes pourraient synthétiser des précurseurs de la phospha-
tase alcaline gqu'ils libéreraient dans le milieu, au fur et
& mesure de leur lyse ; les particules, en achevant la syn-
thérce, permettraient la mise en dvidence de l'activité enzy-

matique.

Cependant, l'cbservaetion de la diminution cons-
tante du nombre de germes viables au cours de 1l'incubstion,
nous o amené £ considdrer l'incubstion comme un moyen de
dissocier Ll'activité de synthose des perticules de celle des

cellules viables.

B_. DEMONSTRATION D& LA SYNTHESE DB LA PHOSPHATASE

ALCALINE PAR LES PARTICULES SUBCEILULAIRES

e

1 . gtgde gxgérimantglg de la %yse_des aphérop&aates

Les rdeultats obtenus en numérant sur gélose les
cellules viables du P1, montrent qu'elles persistent durant
un temps assez long & 0°C, alors qu'elles se lysent lorsqu-

elles sont incubées & 30°C,
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Le microscopie électronique, comme on peut le consg-
tater sur lsa planche 3, met en dvidence les modifications
que présentent ies sphéroplestes en cours d'incubation. Dés
les premiéres minutes, le cytoplsame devient plus cleir,
tandis que le matériel nucldéaire se condense & la périphérie.
Mais les transformations les plus importantes se passent au
niveau de ls paroi ; celle-ci se déchire ef forme par endroits
des enroulements ; puis le phéﬁOméne de lyse s'sccéldre, et
apréds 2 h 30 min, il ne reste pratiquement gque les débris
de membranes, des "fantomes". . et des sphéroplastes en trés
mauveais état. Il n'est donc pes possible de dire que nous
réalisons une incubsation de sphéroplastes puisque la plupart

d'entre eux se sont lyeés dé&s les premiéres minutes d4'incu-

bation. Lorsgue ] 'on compsre une préperation Pl _avee¢ une
préparation de snhéroplastes, on compare en réalité, des
particules Pt additionnées de guelques cellules intactes
vgvgc des cellules intactes mélangéses svee un grand nombre

de "fantomes". A notre avis, cette comparaison n'eat évidem-

ment pas valsble.

La propriété des sphéroplastes de se lyser au
cours de l'incubation, est le seul pProcédé que nous ayons
& notre disposition pour éliminer ces cellules des prépara-
tions, et étudier l'lactivitdé des particules subecellulaires

elles-mémeos.
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2 . Elimination des sphéroplastes par préincubation

Le principe de l'expérimentation est d'effectuer
une préincubation des préparations P! dens un milieu tel que’
la synthése protéique ne puisse se réaliser. Aprés gquelques
heures, la plupart des cellules viables se sont lysées ; on
effectue alors l'incubation dans des conditions normales. La
quantité de phosphatase obtenue est comparde & celle synthé-

tisde directement par la m8me préparation non préincubée.

Pour empécher le synthése protéique de se réaliser
durent la'préincubation, nous avons privé le milieu d'incuba~
tion de divers acideskaminée. Il feut remarquer cependant, que
1'incubation, dans des conditions telles que les sphéroplastes
soient incapables de synthétiser leurs propres protéines,
abaisse nettement leur taux de lyse, comme nous l'avons montré
antérieuvrement (44 ). La diminution du nombre de sphéroplastes
reaste encore amppréciable, mais subit des variations d'une ex-

périence & l'autre. Trois types d'essais ont été réalisés

2 / Lors d'expériences précddentes, nous avions constaté
que des bactéries ou des sphéroplestes, provenant d'une cul-~
ture sur milieu riche, ¢taient incapables, avprés lavages et
pendant les temps habituels d'expériencé, d'effeotuer la syn-

thése des protéines enzymatiques lorsque le milieu d'incuba-



tion était privé de valine, de leucine et d'isoleucine (vii).
Nous avons retrouvé ce fait avec le Pl. Les préparations Pi
contenant un certain nombre de cellules viables, sont préin-
cubdes dans le milieu utilisé habituellement pour la synthése

de la phosphatasse aslcaline, mais privé de VLI.

L'addition de VLI & la fin de différents temps de
préincubation en asbsence de ces trois acides aminds, provogue
la reprise de la synthése enzymstique. Dans ces conditions,
ltactivitd de synthése du F1, s8i 1l'on suppose guteile est due
aux sphéroplastes vivants, sereit devenue, selon les cas, 4
4 10 fois plus grande, ce gui nous parasit absurde. Une telle
expérience est représentée sur la figure 16.

Le nombre de cellules viables du systéme qui est

4 ot 1.10% spres

de 1,25.105 pour le témoin, tombe & 1,25.10
préincubationsrespectivesde 2 h 30 min et 5 heures en ebsence
de VII. Ces deux systémes contiennent done moine du dixidme
des cellules viables du témoin ; ces systémes incubéds dans
les conditions normales, vont synthétiser les trois guart ou
la moitié de la phosphatase alcaline produite par le témoin

5

(renfermant 1,25.10° cellules viables).

Les deux premiéres expdériences du tableau XV

rendent comptent de résultats identiqgues.



Figure 16

Cinétiques de la synthése de la phosphatase en
fonction du nombre de cellules viables au temps O.

. unités PA 0
- 45
\/
v,
L 25
s L 7
e Y
0 1 2 3 temps d'incu-

bation en h
Q=0 Pl non préincubé. 1,25.105'cell. viables au temps 0.
&—® P! préincubé auparavant dursnt 2 h 30 min sans VLI,

VLI ajouté au temps O. 1,25.104 cell. viables au
temps O.

D4 M8me préparation mais préincubde 3 h. 1.104 cell.
viables au temps 0.



incomplets.

TABLEAU XV

Unités de phosphatase alcaline synthétisde par la fraction P1
préincubde dans différentes conditions. Les témoins (a) COL-
respondent & la m&me fraction incubde directement dans le milieu
complet. les téwoine (b) sont incubdés durant % h dans les milieux
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pans Arg-
Arg ajouté
au temps O

Tempe Au Pa | Nombre de ceili. | AU PA 5 n
dtincubation 5 h viables 10% cell.
0 5h au temps O
Exp. 2209 :
témoin (&) 4,7 Viz,7 1 127 1,25.10° 10,16
témoin sans 5
viI (v) 1,6 4,8 3,2 1,25.10 0,25
préincubd 3h
sans VLI. 4
3 Q .
VLI ajouté 5,8 1 90,8 87 2,25.10 40,4
au temps O
@;p.M961Q H
témoin (a) 3,8 | 80 76,2 4,40.10% 17,3
témoin saﬁs 4
VLI (v) 4 11 7 4,40.10 1,6
préincubé 3h
VLI sjouté 6,8 1356 12%,2 8,50.10 152
au temps O
Exp. 2010 :
témoin (a) 4,8 | 24,8 2 1,10.10° 1,8
témoin sans 5
erginine (b)| 6,4 9,6 3,2 1,10.10 0,29
préincubé
2 h 30 min 8,8 | 40 31,2 2.10% 15,6
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b / Nous svons confirmé ces résultats en préincubant le
P11, soit en sbsence d'arginine (tableau XV), soit de tous les
scides aminéds (tableeu XVI). Le P1 étant obtenu & pertir d'une
souche Arg , l'avsence de cet acide amindé, comme de 1i'ensemble
de ceux-ci, emp&che toute synthése protdéicune. Les yésultats
obtenus sont superposables & ceux donnés par les expériences

de préincubation sans VLI. 1l semble donc qﬁe la synthése de

la phosphatase elcaline soit le feit d'éléments sutres gue les
sphéroplastes vivants. Nous sllons cependant exeminer un certain

~

nombre d'objections gqui peuvent &tre apportées & cette démons—

tretion.

3 . Digcussion

Les expériences des tableaux XV et XVI permettent
de cslculer le quantité minimum de phosphatase alcaline syn~
thétisde par les particules subecellulaires proprement dites,
Dans ll'expérience 22049, 127 unitée de phosphatase sont synthé-
tisdes 4 le fois par le Fl et les 1,25.105 celiules viables

que renferme le milieu en début d'incubation.

Nous nous placerons dans les plus mauvaiges condi-
tions en supposant gue ces 127 unités sont exclusivement synthé-
tisédeas par des germes viables. Examinors maintenant le systéme

sans VLI prdincubé 3 heures ; il renferme lors de l'addition
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Unités de phosphatase alcaline synthétiséde par la fraction Pl
préincubde dens différentes conditions. Les témoins (&) cor-
respondent & la méme fraction incubée directement dans le milieu
complet. Les témoins (b) sont incubés durant 5 h dsns les milieux

incompliets.

Temps

dt'incubation

5h

Av ea
5h

Nombre de cell.
viables
au tenps O

Av Po 5 n
10% cell.

Bxp. 0410 :

témoin (a)

témoin sans
ac. am. (b)

préincubé 3h
sans ac. am.;
ac. am. ajou-
tés au tempsO

Exp. 0510 :
témoin (a)

témoin sans
ac. am. (b)

préincubé 3n
sans ac. am.;
ac. am. ajou-~
tée au temps (

Exp. 2501 :
témoin {a)

témoin sans
ac. am. (b)

préincubé 3h

sans ac., am.;
ac, am. ajou-
tés au tempsO

21

20,8

20,1

52,8

75,2

108

62,4

1,6

48

48,8

54,2

87,9

6,20.10%

6,20.10%

5.10°

3,75.10%

1,75.10%

16,6

27,8

0,04

9,7
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de ces acides aminés, 1,25.104 germes, clest-a-dire 5,5 fois

moins gue précédemment.

34 la synthése était le fait des sphéroplastes,
elle devrait 8tre dans le cas présent de 127 divisé par 5,5
clest-a-dire 2% unitée. Or, elle est de B7 unités. Le diffé-
rence qui reprdésente la gquantité d'enzyme synthétieée par les
particules subcelluleires, s'dléve pour cette expérience &
73 p. 100 de le gquantité totale de phosphatase synthétimde
il s'agit d'une valeur minimale si 1L'on considére gue les sphé-
roplestes se lysent continuellement au cours de la synthese,
Le m8me celcul appliqué & l'expérience 041C dane laquelle la
préincubation est effectude sans acides aminés (tableau XVI)
attribue aux particules &9 p. 100 de ls synthése totale de

la préparation 1. On peut donc conciure gue ls fresection psr-

ticulaire Y1 est responsab en enne de

de ia rnthése de 1a phosphatase alcaline.

Le raisonnement que nous venons d4d'exposer, ne peut-

8tre tenu que si guatre conditions sont remplies :

a / I1 faut d'’abord que le nombre de cellules visbles trouvé
corresponde & la réaiitd, bn effet, il slagit de cultiver les
gphéroplastes, cellules fragiles, en milieu solide. L'expé-

rience gue nous avons acquise dans le culture des sphéronlastes
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{ 42 , 12 , T8 ) nous a fait choisgir ls technique de culture en
profondeur, en milieu trés riche contenant du saccharose et

du sulfate de magnésium, conme ncus l'avons exposé au chapitre
Méthodes et Technigues. Le tebleau XVII montye que ie nombre

de coloniees obtenues est quatre Ffois plus important par ce
procédé que par la culture en surface habituellement prdéconisée.
Il est évident qu'un certein nombre de celiules, quoique viables,
ne se développent pas sur notre milieu ; incapeble de les cul-
tiver, leur pourcentage nous est évidemment inconnu. Nous re~
joignons ici le problime trés généreml de la numération des
cellules bactériennes, numération toujours relastive & la tech-
nigque utilisde. Dans le cas présent, on pourrait penser que les
sphéroplastes, eprés incubation, sont légérement altérés, donc_
moins aptes & e développer dans les milieux de culture ; ce
fait pourrait fausser nos numéretions. Cependsnt, lorsqulon

suit la lyse zu cours de l'incubation en microscopie optique,

on constate une proportion de lyse sensiblement égrle & celle
trouvée par numération. Far ailiecurs, les examens en microg-

copie dlectronigue confirment cette lyse.

b / 11 faut ensuite gque la synthése de le phosphatuse soit
proportionnelle & la guantité de P1 ou de cellules utilisées 3
en effet, si dens nos conditions expérimentales,il y avait en

cours de synthése dpuisement du milieu, elle deviendrait d'au-~
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TABLEAU XVII

Numération des cellules restées viables dans la
préparation P1 : comparaison selon la technigque employée des
répultats obtenus.

1 2 3
Numération en surface (S) 565 236 63
Numération en profondeur (P}]| 2.360 756 298

Rapport P/S 4,18 3,20 4,72




tant plus grande que le nombre de cellules viablee serait plus
petit, il s'en suivrait donc lors des réincubations des modifi-
cations du pouvoir de synthése qui }endraient sans vealeur nos
essais. Or les courbes des figures 7 et 8 montrent que pour

des concentrations voisines de celles que nous utilisons habi-

tuellement (0,3 ml de P1 pour 2 ml final de milieu d'incubation),

1'sctivité phosrhatasigue reaste proportionnelle au volume de T
utilisé dans le mélange d'incubation, donc proportionnelle aussi

au nombre de cellules viables qu'il contient.

Dans les expériences consignées sur le tableasu XVIII,

nous avons ramend la guantité d'enzyme synthétisée par qustre
préparuations P1, a 105 cellules vivantes, pour chague prépa-
ration P1'corresp0n&amte (en supposant gque la synthése est

le fait des cellules viables). On constate pour cheque prépa=

ration que la dilution n'entrafne pas d'sugmentation relative

de la synthése. Lz diminution du nombre de cellules viables n

peut donec expliguer en aucun cas l'asugmentation relative de ls

synthese.

Par ailleurs, il faut remarquer gue l'emploi de
foibles concentrations de P11 réalise des systémes d'inecubation
renfermant environ 2.10% cellules viasbles, et que dans ces
conditions, le synthése de phosphatase alcaline est encore

-

mise en évidence. Ces résultats vont & llencontre de ceux



Etude,

TABLEAU XVIII
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en fonction de la concentration en P1

du milieu d'incubvation, de l'activité phosphatasique
ramende & un nombre déterminé de cellules viables.

P1 utilisé :
d§ ogglznl;t A“ijogﬁcel;.1 . kAl‘l’ OPEA_chLl{ . Ati o i Acgll.{ . B;JogAchli .
d'incubation viables viables viables viables
0,9 37,9
0,6 47,8 20
0,5 14
0,4 16,6 82,1
0,3 18,7 45,6 19,3 88
0,2 18,3 89
0,15 22
0,1 14
0,075 55 14,7
c,0187 10
Exp. 1204 1410 0112 0803




- 119 -

obtenus par Rabinowityz (208) pour la synthége de la ﬂ-galac-
tosidase. Celui-ci en effet, ne décéle plus sucune synthése
7

lorsque le nombre de germes viables est inférieur a4 1,1,10

par ml de milieu d'incubation.

¢ / On peut se demander si, comme le suggére Rabinowitz
(208), au cours de l'incubation, les sphéréplastes survivants
ne croissent pas en volume ; un nombre inférieur de cellules
viables renfermerait au total une masse identique de matériel»
cytopleemique, et de ce fait, posséderait le mé&me pouvoir de
synthése. Rabinowitz bese sont hypothése sur le fait que les
bactéries sont capables de se développer dane le milieu 4d'in-
cubation, donc d'augmenter leur masse cytoplasmique. Cependant,
il ne a'agit pas ici de bactdries, mais de srhéroplastes dans

un milieu contenant 5000 unités de pénicilline par ml.

Nous asvons constatd antérieurement, daens une étude
en microcinématographie, que des sphéroplastes en milieu conte~
nant de la pénicilline fortement peprtoné et gélosé, donc protec-
teur, sont capables de survivre, d'augmenter de volume, et dans
certains cas, de se diviser (79 ). Far contre, en milieu d'incu~
bation dépourvu de protéines solubles, les sphéroplastes, comme
nous 1'avons déja décrit (41 , 44), se lysent trés rapidement

et nous n'avong jameis observé de modifications de leur volume

aprés plusieurs heures a 50°C (planche 3} ; cela ne pourrait



pagser inapercu, puisgque le diamétre des csllules devrait su
moins doubler pour gue lie voiume celluleire reste le méne
lorsque 90 p. 10U des celliules se sont lysées lors de 1l'in-

cubation.

d / On peut encore ohjecter que, ai la formation de la
moldcule enzymetique active est bien le fait des particules
subcellulaires, celles-ci ne font gue compldter un précurseur
synthétisé par les cellules viables avant leur lyse. Ce pro-
bpléme rejoint celui de la synthése "de novo', & savoir si
les particules sont capables d'effectuer la synthése induite
de la molécule & partir de RNA messager, et d'aminoacyl-tRNA,
ou biern 8i une chafine préformdée est indispensable. lei nous
ne tirerons parti gue des expériences déjia décrites ; nous
donnerorns dans le guatriéme chapitre la démonstretion basde
sur l'impossibilité de former la moindre molécule de phosrap—~

tase active en absence de synthése de RNA messsger.

Les expériences 4dw tableau XVI montrent gu'en ab-
sence de tout acide aminé, lea lyse des sphéroplastes a lieu
et qulaprés, le teux de synthése de llenzyme, reate cependant
pratigquement le m&éme. Dans ces conditions de préincubation,
une guantité faible de protéines peut étre synthétisde, mais
elle nous semble tout £ fait insuffisonte pour assurer & ce

moment le construction, méme partielle, de la molécule pro=-



tidique ; & moins que la phosphatase, dans les conditions de
dérépression, soit formée préférentiellement, ce qui n'est pas
le cas comme nous le montrerons dans le chapitre IV. Les
sphéroplastes pourraient synthétiser le RNA messager spécifigue
de la phosphatase avant leur lyse. Ce mRNA, en solution, se
fixerait sur les particules, et permettrait l'élaboration de

la molécule enzymatique ; le mRNA devrait 8tre soluble, carx

les synthéses protidigues sont réslisdes au niveau méme des
particules préexistant dans la préparation Pi, et non sur les
fragments de membranes provenant de la lyse des sphéroplastes
au cours de 1l'incubastion (résultat d'autoradiographie en
microgcopie électronigue, communication perssnnelle : Guillsume,
Petitprez, leschamps). Or, il n'e jamais ¢été possible d'ac-
célérer les synthéses, en ajoutant ls surnageant d'une réaction
en cours d'incubation, & un systéme en début d'incubation. Il

n'y & donc pas formation d'un mRNA socluble servant d'initiateur

& la synthése dans les particules.

es différents srguments mettent en évidence J1'ab-

P

sence de précurseur synthétisé per les sphéroplastes, avant

leur lvese au sein de la préparation ¥l, et 1'ensemble des

résultats experimentaux exposés dans ce chapitre démontre gue

des particules subcellulaires sont responsables de 1z synthése

de la phosphatase alceline dans la fraction Pl.

] ¢




CHAFITRE IV

ETUDE DES FACTEURS FPOUVANT MODIFIER

1A PHASE DE LATENCE

Nous avons démontré dans le chepitre III, que la
phase de latence précédant la gynthése de la phosphatase al-
caline par la fraction P11, quoique semblable & celle dounnée
par une préparation de sphéroplestes, nfétait pas due a la
présence d'une certaine proportion de cellules viebles dans

le milieu d'incubation.

Nous avions vu dans le deuxidme chapitre que la
durde de cette phase varie selon les préparations Pl1, mais
reste statistigquement toujours importante. Blle est supérieure
de 1T h 30 min & celle counstatés lors de la synthése de la
phosphatase alcaline par les bactéries provenant de la méme

souche.

Avant de rechercher les facteurs resyponsables de

la phase de latence dans la synthése de la phosphatase alca~
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line déréprimée, nous allons étudier sa spécificité dans un

premier paragraphie.

1 . SPECIFICITE DE LA FHASE DE LATENCE POUR LA SYNTHESE DE LA

PHOSPTHATASE ATCALINE rAR LA FRACTION P1 DB LA BSOUCHE X10 Arg 4

Avant d'étudier plus particuliérement la phase de
latence gue nous avons précédemment déerite, il fallait en
déterminer lea cause. En effet, cette phase de latence peut-
8tre epécifique de la synthése de la phosphatase slce¢aline elle-~
méme, de.la souche ou de la préparation P1. La comparaison
entre la durdée de la phase de latence pour le phosphatase al-
caline et celle nécessaire pour que débute la synthése globale
des protéines, est représentée sur la figure 17. L'évaluation
de la synthése protéique totale est donnde par l'incorporation
de ltlarginine 140 dans le frécipité obtenu en présence d'acide
trichloracétique {(TCA). Par ce procédé, la formastion des petits
peptides, cell.s dos protéines actives, et l'achévement de
chalines préexistantes, ne peuvent &tra distingués les uns des
autres. On constate (figure 17) que la synthése globale des
polypeptides déhute 1 h 4 2 h avant celle de la phosphatase

alcaline. A quels facteurs attribuer ceste difiérence ?
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Figure 17

Comparaison des temps de latence pour la synthése de la phos-

Phatase alcaline et des protéines totales. La synthése de »~=

derniéres est suivie par incorporation d'arginine C,
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bation en h

O~ ==0 Cinétique de l'incorporation de 1l'arginine marquée
Q0 Cindétique de le synthése de la phosphatase
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A . LA THASE DE LATENCE SERAIT SPECIFIQUE DE LA SCUCHE

Le feit d'utiliser un mutant exigesnt en arginine,

qui pourrait incorporer iréférentiellement cet acide aminé

contenu dans le milieu extérieur, pourrait &tre & la base du

phénoméne observé.

Divers résultats nous font rejeter cette hypothése

- Nous obtenons les m8mes types de ¢ourbes en roem-

1 . . . .
placant l'arginine 40 du milieu d'incubation, soit par la

thionine 140. soit par la lysine 140 (figures 18 et 19).

- Les résultats sont encore identigues lorsque
P1 utilisé a été prépsesré & partir de la souche k. coli K10
(figure 20), mais également lorsgue la souche utilisée est
différente (200 ¥S Flac, Hfr C, provenant toutes deux de la
souche K12). La différence que l'on cbserve entre la durde

la phase de latence de la pvhosphatase alcaline et celle de

mé-

le
Arg

trés

de

la

synthése zlcbale des protéines est donc un phénoméne général,

reproductible, indépendent de la souche.

B . LA FPHASE

MOLECULE ACTIVE

DE LATENCE SERAIT SPECIFIQUE DE LA SYNTHES

Dans le cas présent, le téemps nédcessaire a la syn-

thése de la phosphatase alcmline sersit plus important que
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Figuyre 18

La phase de latence observée lors de la synthése
globale des protéines est indépendante de l'amino-acide margué
utilisé.
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Figure 19

La phase de latence observée lors de la synthése
globale des protéines est indépendante de l'amino-acide marqué

utilisé.
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OO Cindtique de la synthése de la vhosphatase
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Pigure 20
Le P1 utilisé a €été préparé & partir de la souche
. coli K10 Argt. L'aspect général des cindtiques n'est pas
modifié. Le décalage observé entre les temps de latence n'est
donc pas spécifique de la souche E. coli K10 Arg™4.
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- 20
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”’.‘
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® --@® Cinétique de l'incorpcration de ls méthionine marquée

O—-Q Cindtique de la synthése de la phosphatase
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celui regquies pour l'élaboration ou la finition de petites mo-

lécules prdcipitables par le TCA,

Nous avone €liminé les acides aminés merqudés lidsm
& leur RNA de trensfert, et qui sont préecipitables par le TCA
& froid,par cheuffage & 100°C durant 5 min du mélange de
précipitation. Le temps trés court d'hydrolyse n'entraine
gue la destruction des molécules fragiles qui sont élimindes

par lavages.

~ Nous avons représentéd sur la figure 21 les courbes
qui correspondent & la synthése de la phosphatase alcaline et

140 dans les précipités TCA

8 l'incorporation de l'arginine
avant et aprés traitement & 100°C., 8i, dans ce dernier cas,

lt'incorporation est diminuéde, la différence représentant 1'ac-
cumulation des amincacyl~tRNA & ce nivesu, la phase de latence
n‘est pas augmentée, ce qui devrait Btre si la synthése de ces

molécules masquait simplement une phase de latence identique a

celle de la phosphatase alceline.

~ Pour confirmer ceg faits, nous avons &tudié 1la
synthése d'une autre molécule enzymatique, celle de la;9~galac—

tosidase & l'aide de la mé&me souche K10 Arg 4.

La préparation du Pl est identique & celle déerite

danes le chapitre I.

Les conditions d'incubstion et de dosage sont celles
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Figure 21
Cinétiques correspondant a la synthése de le phosphatase et
4 l'incorporation de ll'arginine C dans les précipités TCA
avant et aprés traitement & 100°C. L'élimination par ce pPro-

cédé des aminoacyl-tRNA laisse la vrhase de latence protéique
inchangée.
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< - - Cinétique de l'incorporation de l1l'arginine 4C

. s 1
®---@ Cinétique de 1'incorporation de 1'arginine 4C
aprés traitement & 100°C

O——0 Cinétique de la synthése de la phosphatase



décrites par le groupe de Nisman (152,154,156).

Les conditions d'incubation sont voisines de celles
gue nous avons décrites pour la synthése de la phosphatase al~
caline. lLes différences sont les suivantes ! absence de cslcium,
qui n'est pas nécessaire ici pour bloguer les ions phosphate ;
absence sussi de glucose, répresseur de la syntnése induite de

la ﬂ -galactosidase ; par contre l'addition de manganése en

bloguant la polynucléotide phosphorylase, augmente l'activité
de synthése alors que pour la phosphatase, comme 1l'ont montré
Guillasume et coll. (80 ), la présence des ions Mn2+ inhibe
spécifiquement sa synthése ; le mélenge d'acides aminés utilisé
correspond & la composition en acides aminés de la fB-galacto-
sidase ; enfin, les concentrations en particules F1 sont 5 fois
moins importantes que pour ls synthése de la phosphatase al-

caline.

La synthése de l1l'enzyme ne commence gqu'eprés ad-
dition de 1l'inducteur ; nous avons employé 1l'isopropyl thio

3M .

pP-galactoside (IF1I'G) & la concentration finale de 2.107
Selon le schéma de Jacob et lMonod, que nous avons reproduit
sur le figure 2, l'addition d'IPTG déclenche la synthése du
mRNA correspondant & laqe—galactosidasé, comme 1'asbsence de

phosphate inorganigue (répresseur) provoguerait la formation

du messager de la phosphatuse.

Les cinétiques de la synthése des 2 enzymes par la
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m&me préparation P1 employée au mEme moment, sont représentées
sur la figure 22. Nous remerquons que celle relative & la syn-
thése de 13/3-galactosidase induite présente une phase de
latence nettement inférieure & celle de la phosphatase, et

pretiquement superposeble & celle obtenue par l'incorporation

d'un acide amindé marqué dans les polypeptides.

Il ressort des deux expériencés que ncus venons de
déerire, que ce n'est pas la difficulté de synthétiser une mo-
lécule enzymatigue asctive qui est & l'origine de la phase de
latence ; on pourrait admettre en effet, gue la molécule de
ﬁ;galactosidase, composée de trois monoméres et de poids mo-
léculaire supérieur a celui de la phosphatase, serait plus 4if-
ficile & élaborer, donc qu'elle se synthétiserait plus lentement

gque celle de la phosphatase.

C . L& PHASE Di LATENCE SERAIT SPECIFIQGUE DE LA PREPARATION

P1_ELLE-MEME

La phase de latence pour nous, est un phénoméne re-
productible, mais dont la durde est légédrement variasble. rar
contre, Bishop et coll. (17 ) qui ont également travailld avec
le fraction r1, ont obtenu dans le cas de la phosphatase al-
caline une phase de latence réduite & 45 min ; inversement,

elle s'éléve & 2 h 30 min pour les préparations ¥l de Manson
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Figure 22

Comparaison des cinétiques pour la synthése de la phosphatase

et de la @ -galactosidase. Four la A& ~-galactosidase, les con-

ditions d'incubation sont décrites dans le texte. Une unité de

A-galactosidase hydrolyse une m‘:unole d'ONPG par minute a 30°C.
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O (Cintéique de la synthése de la phosphatase
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et coll. (127). Nous avone vu précédemment gue la durée moyenne
de la phase de latence observée avec nos préparations était de

3 h 20 min.

8i nous effectuons les mémes comparaisons pour la
phase de latence relative a la synthése de la B-galactosidase
nous la trouvons égale a4 45 min dans les travaux de Nisman et
coll. (158), alors qu'elle se prolonge durant ! h 30 min au

cours de nos expériences.

Elle ecst dens ce cas, sensiblement égale & celle
gque nous observops au cours de la synthége totale des pro-
téines (30 min et 2 h 30 min étant des valeurs extrémes),
alors gque pour Nisman et coll. l'incorporation s'effectue
d'emblée selon un taux constant. Il semble donc que la phase
de latence soit caructéristique du mode de préparation de la

fraction. P1.

D . DISCUSSION

L'examen des cinétigues de l'incorporation des acides
aminés margués et des synthéses de la phosphatase alcaline et
de la,ﬂ—galactosidase, nous améne & considérer deux parties
dans la phase de latence totale observée lors de la synthése

de la phosphatese.
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1 . Une premiére phase de letence non spécifique

Blle débute asvec l'incubstion et prend fin lorsque
la synthése de laléimgalactosidase et l'incorporation des acides
amindés marqués commencent; dursnt cette phese, l'activité de
gsynthése de ls préparation sat extrémement faible.

Elle peut &tre due & un procédé‘de préparstion gui
dégrade snormalement la fraction P1. Eile serait donc lide &
la structure des particules qui doivent me reconstituer avant
de devenir le support membranaire indispensable & la synthése
des grosses moldcules aotives. Mais il ne s'mgit psas seulement

. ici de la formation de protédines fonectionnelles, mels asusgsi de
- celle de petits peptides. Un peut donc admettre que cette phase
de latence serait proveoguée par ll'éliminstion au cours de la

préparation, d'un fecteur indispensable devant 8tre synthétisé

ou reccmbiné avant gue la synthése ne commence.

2 . Une gegxiége“p§&§e~dg iatence spéeifique_de ls phos-
phatace alcaline
Elle correspond au décalage cocbservé entre le début

de la synthéses globale dea polypeptides et celle de la phos-

rhatuse alcaline.

Four sborder c¢e probléme, nous allons faire le point
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de la conception actuells de la synthése de la phosphatase al-
caline et de se régulation. Horiuchi et coll. ( 92) puis
Torriani (209) observent que la privation en phosphate inor-
ganique du milieu de culture d'E. coli entrafne la synthése

de la phosphatease alcaline, inversement aucune asctivité enzy-
matigue n'est décelable aprés culture sur milieu contenant un
exces d'orthophosphate. Divers auteurs ( 48,61,115 ) et prin-
cipalement Garen et Echols ( 58) ont démontré que la synthae
de la phosphatase alcaline est sous le contx8le de trois génes :
un géne de structure P et deux génes régulateurs Rl et R2,
Ltexistence du géne de structure est nettement établiepar le
fait que &es mutations & son niveau se traduisent per des al-~
térations de la molécule de phosphatase alcaline lors de sa
synthése. Cette démonstration a demandé de mombreux travaux surxr
ltisolement, la structure et les propriétés de la phosphatase
alcaline. Isolée par Garen et Levinthal ( 60) par chroma-
tographie sur DEAE cellulose, elle o été cristallisdée par
Malamy et Horecker (125,126) et diverses techniques de purifi-
cation ont été comparées par nous-mémes ( 43 ). Garen et Levinthal
Jui attribuent un poids moléculaire de 80.000 et la congi=-
dérent comme une mé¢talloenzyme, ce que confirment FPloke et
Levinthal (171) en démontrent la présence de deux molécules

de Zn2+ par molécule d'enzyme. levinthal et coll. (116) par

réduction du groupement disulfure 1lidé sux ions an+ disso-
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cient la moldécule enzymatigue en deux monoméres. Divers auteurs
ont étudié les propriétés de cette enzyme (60,187,188) les ont
comparées (55). Il semble maintenant certain que les sites
actifs de l'enzyme serait formée de phosphate de sérine (51,
170,172,190,191). BEn utilisant la méthode des "fingerprints"
Rothman et Byrne (182) trouvent que les deux monomeéres sont
identiques. Schlesinger et Levinthal (189) puis Fan et coll.
(53) par dimérisation de phosphatases provenant de mutants

dont le mutation porte sur le géne de structure P, obtiennent
in vitro, par recombinaison, des hybrides dont les activités

enzymatigues spéecifiques peuvent &tre différentes.

La réalisation de ces travaux a donné une idée
précise du fonctionnement du géne de structure, ce gui n'est
pas le cas pour les gones régulateurs Rl et R2. Lie systéme
proposé pour la régulation génétique de la phosphatase alcaline
est trés complexe et l'absence de publication sur ce sujet
depuis celle de Garen et Echols (58) montre gque nous ne
sommes pas le seul & considérer gue le probléme n'est pas

engagé sur une bonne voie.

Selon le schéme de Jacob et Monod, la synthése de
la phosphatase est réprimée par le phosphate minéral. En pré-
sence de celui-ci, une molécule devient un répresseur actif
qui empééhe la transcription du géne‘de structure Y. Ce ré-

presseur serait de nature protdique {(59) et métaboliquement
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instable (56, 57 ). Cependant deux types de contrbles exis-
vteraient, 1'un aurait pour site le géne R1, une mutation a
son niveau permettrait la synthése d'enzyme en présence de
‘concentrations faibles en phoaphate, l'autre aurait pour gite
R2, sa mutation entrafnerait la formation de phosphatase,
quelle que soit 1la concentration en phosphate minéral. Pour
expliquer le fonctionnement de ces génes, Garen et kchols
(58) émettent lthypothése suivante, illustrée sur le schéma

ci-dessous ¢

géne r1? géne r2*
¥
Inducteur + knzyme RZ + orthophosphate-—» répresseur

Du géne R1 serait transcrit un inducteur cytoplasmique actif en

S+

présence de P04” . En effet, il faut une concentration minimale

en phosphete pour obtenir une synthése d'enzyme, du géne R2 pro~
viendrait un répresseur inactif ; si la concentration en P043+
du milieu augmente, une combinaison inducteur - rhosphate -

répresseur inactif, se formersit ; elle jouerait le r8le d'un

répresseur actif emp&chent la transeription du géne de struc-

ture P. Cette hypothése valable pour un mutant totalement
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déréprimé du type P+R1+RQ", n'explique pas pourquoi certains
mutants P+R1—R2+ ne sont gue partiellement dérépriﬁés. Ce~
pendant, de trds nombreux travaux ont eu pour objet de déter-
miner & quel niveau s'effectue la régulation, ceux~ci ont été
a la bsse d'hypothéses pouvant &tre appliquées & la synthése

de la phosphatase.

Spencer et Harris (197) et, aussi, Aronson et
del Valle (6) situent la régulation au niveau de la trens-
letion, c'est-a-dire lors de la lecture du mRNA qui dans
ce cas, se synthétiserait et se dégraderait simultandément
lorsqu'il est de type instable, ou se trouverait stocké lors-
gu'il est d'un typevplua stable. Des conditions physiologigues
cellulaires approprides seraient nécessaires pour qu'il soit
traduit en protéines ; un autre moddle d'aprés Stent (203)
place la régulation su niveau de la transcription mais lie
transcription et traduction : il ne peut y avoir dans les
conditions normales de transcription sans translation conco-
mitante. Pour vérifier ces hypothéses Fan (52) et plus récen-
ment Moses (141) ont recherché gi la dérdépression de la synthése
enzymatique pouvait se faire en absence totele de synthése de
mRNA. Bien que le dernier cité ne rejette pas formellement le
schéma de Stent, ses expériences semulent prouver que la ré-

gulation pour la phosphatase alcaline chez B. subtilis, est



bien au niveau de la transcription selon le modéle de Jacob

et Monod.

Certains faits étudiés par Manson (127) avec le
systeme Pl de Nisman, éclairent d'un jour nouveau la régulation

de la synthése de la phosphatase alcaline.
Manson a démontré que :

1° - Dans des préparstions P1, gu'elles proviennent de
souches constitutives (P+R1+R2_) ou sauvages (P+R1+R2+) la
synthése de la phosphatese slcaline est réprimée de la méme

3+

fagan par le P04 et par les mémes concentrations.

2° - La réassociation des monoméres de la phosphatase
réalisée en présence de Zn2+ est fortement inhibde lorsqu'on
ajoute des ions PO43+ au milieu, car le phosphate précipite
le zinc ; il en conclut gue l'orthophosphste inhibe la synthése
de l'enzyme en bloguant la formatien des diméres actifs., Donc
l'absence de Zn2+, c'est-a~-dire la présence de P043+, empéche
la formation de la molédcule enzymetique active. Il en résul-~
terait un blocage des polysomes par les monoméres qui restent
fixés sur les ribosomes. Les étapes successives de la synthése
protéique paraissant étroitement lides (1a transcription du
DNA en mRNA est obligatoirement accompagnée de la traduction

du mRNA en protéines (36) pour assurer la survie du messager),

son ary8t au niveau des ribosomes bleogquerait toute la chafne



jusqu'd le transcription elle-méme. Il n'est édvidemment pas
exclu que deux possibilités de régulation, d'une part synthése
d'un répreasseur, d'autre part inhibition de la chaine de proche

en proche, puissent se superposer.

Le retard que nous observons dans ls synthése de
la phosphatase alocaline par rapport & celle de 1a.ﬁ¥galactoaidase
nl'est certainement pas 40 & la difficulté d; synthétiser le mRNA
puisque la S-galactosidase est synthétisée immédiatement aprés

1'addition de 1l'inducteur.

Quelle que soit l'hypothése de régulation enviesagée,

on peut donnexr plusieurs explications a cette constatetion :

~ La présence dans les particules d'un répresseur

atable, alors qu'il est instable dans la cellule bactérienne.

~ L'impossibilité de débarrasser totalement la pré-
paration P! du phosphate, malgré l'amddition de calcium § aprés
un tempe variable d'incubation, le phosphate serait métabolisé,

et la synthése enzymatique pourrait commencer.

- Une concentration insuffisante en ions zinc dens
le milieu ; cette hypothése peut &tre rejetde immédiatement
car la synthése de la phosphatase se fait sans aeddition d'ions

Zn ; le zinc n'accélére pas le processus.
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3 . Conclusion

Dansg les paragrarhes suivants, nous étudierons en
m8me temps les deux phases de latence, en effet, elles sont

indissociables l'une de l'autre le plus souvent.

Nous avona classé arbvitrairement toutes les expé-
riences ayant pour but de déterminer les causes de ces phames

de latence en deux parties :

- D'abord celles que nous avons réalisédes, 2 vrei
dire auw hasard, dans le but de modifier la phase de latence
sBoit en soumettant la préparation Pl avant son emploi & des
procédés physiques, soit en employant des artifices techniques

comme la préincubation en abaence de synthésme protidigue.

- Puis les expériences réalisées pour prouver ou
infirmer nos hypothéses. Une bonne partie d'entre elles sont

baadées sur l'actidn des différents inhibiteﬁra, les autres nous

permettant de discuter nos hypothéses.

Les essais que nous avone faitas dans le but dfob-

tenir des variations de la phase de latence sont de trois types :

- Lo comparaison des préperations 1 et 2 de la plenche 4
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met en évidence la disparition du DNA interparticulaire durant
1'incubation de la fraction 1. Nous avons pensé a4 partir de
cette observation que le changement de certaines conditions
d'incubation pouvait, en modifient 1'évolution structurale

de las fraction ¥1 incubde, se répercuter sur la durdée de la

phase de latence.

« Comme il nous semblait gue la phase de latence
non spdéeifique, c'est~a~dire celle que l'aon rencontre guelle
que soit la synthése envisagée, était lide & la structure mfme
des particules, nous avone tenté par divers procédés physiques

de modifier cette structure et 4d'en rechercher les conséquences.

- tnfin, puisgu’'il nous était possible de réaliser
les incubations sans synthése protéique (par omission de divers
acides aminés comme nous l'avons vu daps le chapitre I11), puis
de la faire débuter & volonté, nous avons profité de cette tech-
nique pour édtudier les efiets de la préincubation sur la phase

de latence.

A _. MODIFICARION DES TECHNIWURS D*INCUBATION

1 . Modification des_conditions physiques
a / la température

Aucune modification de la phase de latence n'est
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constatde, si l'on incube & des températures différentes.

b / L'agitation

Si la phase de latence était due & une réorgani-~
sation des particules,; lfagitation devrait la modifier : soit
la raccourcir en accélérant les contacts entre les perticules,
soit l'allonger en emp8chant lesd contacts entre particules. Or
les phases de latence obtenues mvec une incubation normale ou
une incubation sBous agitation constante, sont identiques

(Pigure 23).

2 « Modification de la concentration en acides aminés

a / La diminution simultande de la concentration
de tous les acides aminés permettait d'étudiexr divers facteurs
susceptibles d'interférer avec la phase de latence non spéci-
fique :

« Lo formation des aminoascyl-tRUA pourrait &tre

plus longue d'olu une phase de latence plus importante.

-~ L'inhibition possible du systéme par un acide
aminé pourrait &tre levée du fait d'une concentration moindre,
d'oli une phase de latence plus courte ; le méme raisonnement
pourrait se tenixr dans le ces ol une impureté inhibitrice

serait contenue dans une des solutione d'acides aminés.
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FPigure 23

Essai de modifications de la phase de latence

1'incubation réalisée scus agitation constante n'entrafine aucune
modification du temps de latence.

unités TPA
- 200
- 100
Yy i i A
0 1 2 3 4 temps d4d'incu-~
bation en h

Qe Cinétique de la synthése de la phosphatase
&g Cinétique de la synthése de la phosphatase obtenue a

partir d'une incubation effectude sous agitation
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Or i l'accroissement du taux de synthése est pro-
portionnel & la concentration en acides aminés lorsque cette
concentration est critigue, la phage de latence reste cong-

tante (figure 24).

b / La concentration en arginine pouvait 8tre la cause
d'un déséquilibre entre les aminocacyl-tRENA et l'srginyl-tRNA,
puisque nous utilisons pour augmenter l'incérporation de
1l'arginine 140 une concentration d'arginine froide vingt

-

foig inférieure & celle des sutres acides amindés. Comme les
résultats de la figure 25 sont comparables & ceux obtenus avec
les différentes concentrations d'amino-acides, cette hypothése

est rejetée.

3 . %ogifigafign_dg }a_cgngegtgagion du glgcgsg

ici encore ei le taux de synthése est modifié,

eucune modification de la phase de latence n'est enregisirde.

4 . Qiscgssion

Quelles que soient les conditions d'incubation, il
ne nous & pas £té possible de mettre en évidence un changement
dansg la phese de latence non spécifique. Il semble bien que

cette phase s0it due 4 la nature méme du Pl et non aux conditions
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Essai de modifications de la phase de latence :
les variations de la concentration en amino-acides du milieu
d'incubation n'entrainent aucune modification du temps de
latence.

unités PA

- 400

- 300

4. Y 'y

0 1 2 3 4 5 temps d'incu-
bation en h

OO Cinétique obtenue avec la concentration habituelle en
amino-acides

D——4 Cinétique obtenue avec une concentration 12,5 fois pius
faible ’

O——8 Cinétique obtenue avec une concentration 25 fois plus
faible




Pigure 25
Esgai de modifications de la phase de latence :

les variatione de la concentration en arginine du milieu d'in-
cubation n'entrainent aucune modification du temps de latence.

unités PA

'S A

0 1 2 3 4 temps d'incu-
bation en h

3

Concentrations d'arginine en;gmole paxr ml de
mélange 4'incubation :

b 0,05
*——e 0,10
0—o0 0,025
»—aq 0,006



dang lesquelles il fonctionne. M8me l'addition 4d'un surnageant
de P1 en cours d'incubation & un P1 en début d'incubation ne
modifie en rien la phase de latence. Il n'y a donc bas de sBubs-~
tance soluble agissant sur cette phase en cours d'incubation,
car le surnageant P1 devrait alors contenir tous les éléments

indispensables au démarrage de la synthése.

B_. PROCEDES PHYSIQUES EMPLOYES POUR ALTERER LA STRUCTURE

DE PREFARATION P1

- e ww e e

Cutre l'homogénéisation habituelle, les particules
P1 sont altérées per des passages répétés dens une pipette &
boule, per aspirationset refoulements successifs. L'examen de
la figure 26 montre, pour le ¥l cassé, une trés légére dimi~
nution du taux de synthése, mais une phase deulatence identigue

& celle de le préparsntion normale.

2 . La sgnnation

Elle est effectude & l'aide du Raytheom Sonic Oscil-
lator durant 2 min. Seul le taux de synthése diminue fortement,

la phase de latence n'est pas influencée.
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Figure 26

Essai de modirications de la phase de latence :
une fragmentation plus poussée des particules Pl n'entraine
auncune modification du temps de latence.

unités PA

N ———— Y - e

L. 100

- 50

i
|
|
|

0 1 2 3 ’ vemps d'incu-
bation en h

O——0 Cinétique de la synthése de la phosphatase

@@ Cinédtique de la synthése de la phosphatase & partir
d'un P1 Ycassé",
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3 . Le froid

- s e e

La préperation ¥l est conservée a 0°C durant T2
heures. Elle eat testée lors de sa préparation, puis toutes
les 24 heures. Nous constatons sur l'expérience scnématisde
sur la figure 27, gue le taux de synthése reste constant pour
les divers essais, mais que la phase de latence s'est allongée
d'une heure ; ce phénoméne n'est cependant pas constant, car
le plus souvent, on n'observe pas de modifications de la

phase de latence au cours de le conservation du P1

4 . Discussion

Comme le montre la microscopie électronique, il
senble gue les procédés de cassage ne fragmentent pas de facgon
homogéne les particules. La proportion de particules non
touchdea varie avec les procddés physicgues employédée. Si l'on
admet que l'activité_est due é.ces particules, il est normal
que lu phamse de latence reste constante, alors que le taux de
synthése diminue en fonction du nombre de particules restées
actives lors du treitement physigue. Far contre, l'augmentation
inconstante du temps de latence observé au cours du vieillis~

éement du P1 & 0°C reste inexplicable.

Nous avons donc essayé de modifier la phase de



Pigure 27

Egsai de modifications de la phase de latence :
aprés 72 h de conservation & 0°C le temps de latence peut-
8tre allongé 4'! h.

unités PA

-~ 100
DSO
v
». AN ! 1 )
1 2 5 temps d'incu-

bation en h
Cinétigue de la synthése de la phosphatase

o ——@ lors de sa préparation

p——q aprés 12 h de conservation & 0°C
o——-0 aprés 48 h de conservation a 0°C
p——g¢ aprés 72 h de conmservation & 0°C




- 155 w

latence par préincubation du systéme, pulsque durant 1'ingu-

bation il ¥y a des modifications de la structure du Pi.

C . PROCEDES Di PREINCUBATION DESTINGSS A mODIFIZR LA

STRUCTURE DE LA FREPARATION 1

Au cours de ltincubsation, en absence d'urn ocu de
plusieurs scides esminds indispensables, le nombre de cellules
viagbles d'une préparation Fl1 diminue considérablement (mhapitre
III). En m@me temps, la synthése de protéine est trés faible,
sinon totelement abolie ; il n'est plus possible de metire en
évidence la moindre augnentation d'activité phosphatasigue 3
par contre une certaine proportion dfacides aminds marquésm est
encore incorporée dans le Fraction TCA insoluble (tablesu XIX).
Puig eprés l'addition des acides aminds onis, on constates la
reprise de lo synthése. Nous avons voulu savoir si, aprés cette

addition, la durde de la phase de latence était diminude.

1 . Omission de valine, leucine &t isoleucine

On constate sur la figure 28, que l'addition de VII
& la fin d'une préincubsation, en absence de ces troig acides

aminés, n'a aucun effet sur la phase de latence de la phosphatase

alcaline. (La_courbe correspondant au systéme préincubd durant

-

2.h 50 min a été déportée de » h 30 min vers l'origine. Il en
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TABLEAU XIX

incorporation diacides aminds margués en absence de
synthése phosphatasique : on observe quend méme dans ces
conditions l'incorporation d'une certaine proportion d'amino-
acides marqgués dans 1la frection TCA insoluble.

‘V. 1 < 1“ ' 3 | -.‘i' -3 3 _‘ ' i -y
Incubation de Milieu d'incu~ “llle‘,d o Milgeg.d .
5 h 30 min bation complet S cuoat;on
h sans Arg sans VLI
Unités
. 8
phosphatasiques 12 e 4
mp@ole de lysine 1,1 0,28 0,20
incorporée
, - Milieu d'incu-~ Milieu d'incu~
Incubstion de 5 . : B
Sl ? = baticn complet bation sens VLI
Unités
. ‘ ; 76 T:4
rhosphatasiques
mumole d'arginine
incorporée h it G,32
mpmole de méthionine 15 N
incorporde ’2 U,4
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Figure 28
: 1l'addition de VLI

¥
a la fin d'une préincubation de 2 h 30 min (*) n'entraine aucune
modification du temps de laternce

unités PA
L300
- 200
- 100
. " .
T ) T T ¥ T
0 1 2 3 temps d'incu-
bation en h
g Cindtigque de la synthése de la phosvhatase
e Cinétique aprés addition de VLI
Oeeld Cinétigue témoin obtenue & partir d'une incubation
entigrement réalisée sans VLI
- (*) Dana toutes les figures la sourbe correspondant au systéme

préincubd durant un certain temps a été déporitde de ce méme
» - -
temps vers l'origine.
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pera de m8me dans toutes les expériences de préincubation i le

tempe origine correspond au moment ob l'on ajoute le ou les

acides aminds manguant&). O pouvait se demander cependent, si
1l'une des deux parties précddemment définies de la phase de
latence, ne serait pes modifiée par rappext & llautre. Sur la
figure 29, nous pouvons comparer les cindtigues de la synthése
de la phosphatase alcaline et de 1’incorporéticn de la lysine
140 avec celles obtenues aprés une préincubation sans VLI de

2 h 30 min 1 elles demeurent identiques. Done la préincubstion,
en absence de synthége protéique, ne modifie ni la phase de
latence non spécifique (correspondant & la mice en place des
structures actives), ni la phase de letence spécifique de ls

rhosphatase slcaline.

2 . Omission_d'arginine ou de la totalité des acides aminés

Les courbes provenant du m@me type d'expdrience,
l'arginine étant ajoutdée aprés 2 h ou 2 h 30 min de préincubation,
sont reproduites sur la figure 20. Les résultats sont identigues
aux précdédents : la durde des deux phases de latence reste cons~
tante. Cependant, asi 1l'on constate parfois une légére diminution
du temps de latence (figure 31), elle ﬁ'excéde jamais une heure,
gque l'arginine soit ajoutée au systime aprés 2 h ou 3 h de pré-

incubation (figure 32).
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Pigure 29
Comparaison des cinétiques de la synthése de la phosphatuse et
de l'incorporation de lysine 14¢ avec celles obtenues aprés
une préincubation sans VLI de 2 h 30 min. Aprés 5 h 50 min d'ine
cubation le témoin sans VLY a synthétisd ¢ unitds de phosphatase.

unités PA nymole de Lys
’ incorporde
1 -
~ 100
G, 5
- 50
// st
K i 2 5 ' 5
1 2 3 4 5 temps d'incu-

bation en h
O- w0 Cinétique de l'incorporation de la lyesine marguée

P --=t Cinétique de l'incorporation de la lysine marquée
aprés addition de VLI en fin de préincubation

o——O Cindtique de la synthése de la phosphatase

p———4 Cinétique de lo synthése de la phosphatuse aprds ad-
dition de VLI en fin de préincubstion.



Figure 350 - G 5E -
Comparaison des cindtigues de la synthése de la phosphatase et
de L'iaincorporation d'Arg 140 avec celles obtenues aprés une préin-
cubation ssns Arg de 2h cu de 2h 30 min. Aprés S5h d'incubation
le témoin sans Arg a synthétisdé 4,8 unités de phosphatase.

1] .
unitdés PA mg@ole a 5rg
incorporée
L 500 /" o
/
/
//
4
/
/
! o
// 4
’ /, s
/ / 7/
/ 4 /f
/
4 // 4 i
- 200 // Py, N
Fs 4 /'/
/ ! g
/ /C/
// /7
Vs /}"/
s 47
7/
/ /’/
; 7
V.
s P
s/
/ s ‘
-100 / . 0 5
rd
i N ) s

0 2 3 4 temps d'incu~
bation en h
O -- Cindtique de l'incorporation de 1l'Arg !40
L 3 4& 1'addition

X
-~-@ Cinétique de L'incorporation de 1'Arg
d'Arg dtant faite aprés < h de pré;ﬂcuoatlon
<

P
Cinétique de l'incorpawation de 1'Arg 1‘*C, itaddition
d'4rg étant faite aprés Z2h 30 min de préincubation

Cindtique de la synthése de la phosphatase

[ S ]

&—@ Ci netiqve de la synthése de la phosphatase, 1'addition
a! dtant faite aprés & h de préincubation

b

blnwt:@ue de la syntheése de la phosphatase, 1l'addition
d'Arg étant faite aprés 2n 30 min de yrélncubatlon.



- 159 -
N .
' . Figure 21
Comparaison des cinétiques de la synthése de la phosphatase
aprés une préincubation de 2 h 30 min suns arginine d'une part
et sans amino-acides d'autre part.

unités A

+ 300

Y
4 temps 4d'incu-
bation en h

-y
W

p—q Cinétigue de la synthése de la phosphatase

OO Cindétique de la synthése de la phosphatuse, 1'ad-
dition d'Arg étant feite aprés 2h 30 min de préincu-
bation

®—8 Cindtique de la synthése de la phosphatase, l'addition
d'ac. aminés dtant faite aprés 2h 30 min de préincu-~
bation-
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Pigure 32
Comparaison des cinétigques de la synthése de la phosphatase
aprés des préincubations de 2 h cu de 3 h sans arginine : la
diminution du temps de latence n'excéde jamais une heure
quelque soit le cas. A4préds Y h d'incubation, le témoin sans
arginine a synthétisé 4 unités de phosphatase.

—
unités PA
. 200
L 1C0
/i
+ s i 4
4 & 6 temps d'incu-

bation en h
O—— Cinétique de la synthése de la phosphatase

P Cinétique de la synthése de la phosphatase, 1l'addition
d'Arg étant faite apréds 2 h de prdincubation

§———@ Cincétigque de la synthése de la phdsphatase, 1'addition
d'Arg étant faite aprés > h de préincubation



- 161 =

3 « Discussion

Nous wvencng de voir gue dans le plupart des cas lia
préincubation n'était pas capable de raccourcir la phase de
latence.

Par consdguent, puisgue dans nos conditions expéri-
mentales sucune Bynthése'protéique importante ne peut avoir lieu
durant la préincubation et que la synthése du mRNA est indépen-
dante de la synthése protéigue, il faut considérer gue la phase
de latence non svécifiague est sous la dépendance de 1a synthése

téigug, bien gue celle~ci ne puisse &tre mise en #£vidence,

par définition, au cours de cette phase. Il ne s'asgit pas d'une
restructuration mécanigue (due aux dommages structuraux causés
lors de la préparstion), car celle~ci se ferait aussi bien en
absence d'arginine qufen sa présence. Il ne s'agit pas également
d'une réparastion due asux chocsm thermiques, car ici asussi on ne
voit pas comment cele pourraliit 8tre 1ié & la synthése protéique.
Ces deux hypothéses sont encore infirmées par le fait qu'spreés

2 h 30 min dtincubation, si l'on centrifuge du P1 & 0°C et gu'on
le remet en suspeansion, (ce qui correspond au traitement méca~
nigque & froid habituel du P1) soit dans son propre surnageant,
goit dans un milieu d'incubation neuf, on n'observe pas dlaug-

mentation de la phase de latence.

Il faut donc concevoir gue la synthése peptidigque ne



peut commencer qu'aprés une période de préparation (2 hadh
20 min) durant laguelle les particules doivent se trouver dansg
les conditions sbhsolument normales d'incubation. Cependent, la
guantité minime de matdériel précipitable amu TCA qui peut 8&ire
décelée, prouve gue si, durant cette péricde les acides aminde
sont pris en cherge par leur fRNA spéecifique, ils ne sont pas

utilisés.

ILtexplication ila plus simple serait que les par-
ticules ne retrouvent leur activité propre qu'arrés le synthése
d'une ou plusieurs protéines indispensables & leur structure ou
& leur foncticonnement. Cependant, ce raisonnement nous condult
4 une impasse gi 1i'on considére l'ensemble des particules comme

une fraction homogéne.

En effet, il se pourrait que la synthése d'un facteur
protéique, indispensable & la restructuration, soit faite &
1'état de traces, ce qui ne nécessiterait pas de restructuration
préalable. Or, mB8me en sbaence &'scides aminds indispensables,
on constate une incorporation mesurabls dlacides aminds marqués
dans des peptides (tableau XIX) correspondant au moinsg & 20 p.
100 de l'incorporation normale. Cette incorporation se fait,
nous semble~t-il, & partir d'ascides aminés résiduvels dansg la
préparation 1, ou encore provenant du turnover de peptides

préexistants. 31 une synthdse protéique relativement importante



peut avoir lieu, il n'est pas posmeible d'expliguer pourguoi

Y

elle n'est pas scoumise & une phase de latence.

Pexr contre, si l'on considére que les particules
forment une populstion trés inhomogéne, certeines d'entre elles,
leg moins abinées, mals aussi les moins nombreuses, doivent
pouvoir synthétiser immédistement des protdéines, meis la trés
grande majorité doit retrouver des structures mctives. On peut
penger gue 193 particules capables de synthdse forment & partir
des acides aminés certmines enszymes indispensables, gqui permet-
tent & lm grande nassse de le préparsiion, de commencer les syn—
théses. Ceci nous semble l'hypothése la plus vraisemblable,
gueique nous n'ayons jamsis pu déceler dans un surnageant 4'ine-
cubation, un facteur accélérant la synthése d'une préparation

Pl nouvelle.

Le fmit que dons certains ces la phase de latence
soit diminude aprés préincubstion, s'expligue de la manidre
suivante ¢ si L'addition de l'acide smind omis est faite aprés
la fin de la phase de latence non spécifique, done durant la
formation du ENA messager de la phosphatase alcaline, (en sup-
posant gue la deuxidme phase de latence corresponde & cette syn~—
thése) la phese de latence obtenue sers d'sutant plus courte gque
la synthése du mRNA avant l1l'asddition de Lfacide aminé manguant,

aura €t¢ plue longue.



iIl . ACTION D'INHIBITHEIHE L4 SYNTHESE FROTEIQGUE

Youe allons d'abord d¢tudier les substances pouvant

dégrader des astructures ou des molécules indispensables & l1s

‘.«

synthése protidigue. Nous examiperons ensuite, en employant les

inhibiteurs de cette aynthése, les effets gui en rdésultent.

A_. ACTION DX T.A RIBONUCLEASE BT DE LA DESOXYRIBONUCLEASE

La figure 33 représente la cindtique de la formaiion
de le phosphatase alceline en préssunce de DNase (50 yg/ml) ou de
N ] ! . o - . .
RNase {10 yg/ml) ajoutdes 1l'une et l'sutre au début de L'inecor-

poration.

Contrairement & ce gue L'on pouveit sttendre, ni

b

I'une ni l'sutre n'innibent fortement le vouveir de synthése de
la préparation Pl. On constate seulement une augmentation de 1sg
durde de la phase de latence ; c¢e phénoméne n'est d'ailleurs pas
constant et le plus souvent l'epddition de DlNmse ou de RNase au
moment ou débute 1'incubation ne se traduit par auvcune modifi-
cation de la cindtique. Pulsque la préparation P! se trouve
avent l'incubmtion, dans des conditions de répression pour la
syrnthése de la phosphatase alcoalive, il ¥ a dong au cours de

1'incubation transcription du DNA des particules en RNA qui
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Figure 23
Cindtique de la synthése de la phosphatase al-

en présence de DNase cu de Riame. L'addition des
ses est foite dés le départ de l'incubation.

unités

L 100

50

Pa

1) A H t L]

L]

1 2 i temps dfincu~
bhetion en h

Gy Uinédtigque de 1la synthése de la phosphatase

$——@ Cindtigue de la synthé

Pt Cindtigue de la

e de la phosphatase en

5
présence de RNase (10 ug/ml)
h

synt
présence de DNase (50 pg/ml)




“«r

east lui-mé&me copié. Comme dans les systémes gimples, in vitro,
la DNase emp@che la transcription du DNA par la RNA polymérase
et que la HENase blogue immédiatenment et totalement les systémes
formés de ribosomes, enzymes solubles, tRNA (149) il faut en
conclure gue le DNA portant 1l'information pour ls molécule de
phosphatase et le mRNA correspondant, sont parfeaitement protégés
dang les particules de nos.préparations Pi. Un argusent supplé-
mentaire confirme ces faiteg : il s'agit des esgais que nous
avons tentés pour bloguer en début dlincubation le DNA de la
fraction P1 par les histones riches en arginine. Nous avons
montré précdédemment gue Lles histones possdédaient une sction
bactéricide intense gréce & leur pouvoir de floculer cer-

taines protdines (74 ) en plus de leur propridété fondementale

de se combiner avec le DNA. Nous constatons sur le tableau XX
que la synthése de la phosphatese, en presence de 1000 pg d'his-
tones par ml, reste trés importante (60 p. 100 de l'activité
initiele,. Les concentrations inhibitrices en histones sont trop
fortes par rapport aux concentrations en DNA du Fl, pour gue L'on

puisse attribuer leur wmctivité & un bloguage de l'acide nucléique.

Par contre, elles correspondent bien au rapport des
concentrations ndécessaires pour obtenir ls précipitation protéincs
-histones. La diminution d'activité semble donc correspondre &
ce second phénoméne. Les histones dtant nettement plus réectives,

avec le DNA qu'avec les protéines, on peut en conclure gue le



TABLEAU XX

Action des histones~arginine sur la synthése de
la phosphatase alcaline & partir du systéme Pl. les histones
ont €té prépardes selon ls technigue de Daly et Mirsky (38)

modifise {40 ).

Concentration des histones Unités de phosphatase al-
en yg/ml caline synthétisde
0 320
1000 180
500 284
200 272
106 352

Les milieux d'incubastion renferment 480 pg de

protéines (P1) par ml, et 120 pg de DNA.

Les histones sont ajoutdes avent l'incubation et
N , 24 L. .
en absence d'ions Ca . Ceux-ci sont additionnds au début de

1l'incubation.
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DNA est protégé denes les particules, par des protéines.

Il faut remarguer que les préparations P1 réalisdes
& partir de la m8me souche, mais daneg un laboratoire difidérent,
se montrent trés sensibles & l'action des deux enzymes (114) et
gue des préparations faites dans ce m8me laboratoire pour la
synthése de la B~galactosidase induilte (167) se montrent, comme
les n8treg, résistantes aux nucléages. Un d;it donec peaser gque
selon le mode de prépsration de la fraction Pt et les souches
utilisdes, les acides nucléiques actifa sont plus cu moins bien
enfermés dans les particules. Cette rdgistance de nos prépa-
retions aux nucléames gst-elle particuliére & la synthése de

la phosphatase alcaline ou géndrsle pour tous les pevtides 7

Liexamen de la Tigure 34 montre gue ls ribonu-
cléase n'e pas plus d'activiité sur la synthése de le phosphatase
alcaline gue sur l'incorporaticn des acides eminéds marguds, on

peut tout amu plus ddceler une légere diminution du taux de

synthége.

Dens les mEmes conditioms, des conatatations iden-
tiques sont faites avec la Ulasge. Por contre, on oviient des
résultate différents lorsgue 1l'enmyme est ajoutée avant 1'in-
cubation ou au cours de la synthése. Hn effet, si la nucléase
est ejoutée aprés 2 h 30 min d'incubstion, son action inhi-

bitrice sur la synthése de 1l'enzyme est importante (60 p. 100),
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Figure 54
Action de le RNase, sjoutée su temps zéro, sur la cinétique

de l'incorporation de lfarginine margude et sur celle de la
synthése de la phosphatase.

03 I3 - T
unités PA mBmOle d'Arg

incorporée
1, 64
1
\),5—4
& A. i il b
1 2 3 4 temps 4d'incu-
bation en h
. ; . . 1
p--4 Cinétigue de l'incorporation de 1l'Arg 40
. . . . . . 1
p---g Cinédtique de l'incorporation de llhrg 4C en présence

de RNase (100 pg/ml)
Cindtigque de ls synthése de la phosphatase

&6
Oees Cinétique de la synthése de la phosphatase en pré-
senice de RNase (100 pg/ml).
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aprés une heure, elle est ldégeérement active, alors qu'additionnde
au temps zéro, elle est pratiquement inactive. On peut inter-
préter ces résultats en s'aidant de la microscopie électonique.
Comne nous 1l1'avons précédemment mentionné, la morphologie des
particules évolue mu cours de 1'incubation, le DNA interstitiel
disparsit et les membranes parasigsent se distendre. Les parti-
culee deviendraient alors perméables a la DNase. Cependant, il
faut admettre que la nucléesse sjoutde au temps zéro, a été
détruite dens les premiéres heures de l'incubation, puisqu'elle
n'agit plus ultérieurement lorsque les psasriticules s'ouvrent. la
conséquence importante de cette expérience dont les cinétiques
qui en résultent sont reportdes sur la figure 35, est qu'apreés

2 h 3C min d'incubation, le géne de structure de la phosphatase

plcaline n'est pas encore transcrit, la latence prenant fin dans

ce ¢cas aprés 7 h 30 min. L'sccrocissement de l'activité de la
DNase observé lorsqu'elle est ajoutde aprés un certain temps
d'incubestion; n'est cependant pas un fait reproductible. Sur
dix préparations de Pf différentes, en moyenne, guatre dlentre
elles sont sensibles & la DNase aprés-Z h 3C min d'incubation,
deux y sont sensibles d'emblée et les quatre derniéres toujours
résistantes. 1l est vraisemblable gue ces variations dépendent
du moment ou est transcrit le DNA par repport au moment ou le
systéme devient permédable aux nucléases; S'il est perméable

avent le transcription, la DNase ajoutdée tardivement blogque la
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Action de la DNase (50 yg/ml) ajoutdée & différents temps, sur
les cinétiques de l'incorporation de l'arginine marqudée et de

la synthése de l1sa phosphatase.

- 50
- 25

1 L] i L s 1
0 1 2 3 4 temps d'incu-~

bation en h

O——0 Cinétique de la synthése de la phosphatase
Py MEme cinétique avec DNase ajoutde au temps
b lMEme cindtique avec DNase ajoutée au temps

®——-@ Méme cinétique avec DNase ajoutde au temps

0
T h
2 h 30 min



synthéee. Pour la RNase, son addition & des temps divers, ne nous

a jamais donné de résultats nets.

B . ACTIUN DE LA rUROMYCINK BT DU CHLOKAMPHENiCOL

Ces deux antibiotigues sgissent & des niveaux trés
voisine mais différents. lLe chloramphénicol‘(CAL) bloque la
synthése in vitro des protéines d'l. coli (149) mais demeure
inactif sur un systéme obtenu & partir de réticulocytes (49 ),
elors que la purcmycine agit dens ces deux cas (49,224 ). ILa
puromycine, de par sa structure d'aminoacyl nucléoside (10 ) est
trés voigine d'un amincecyl«-ANMNP et interfére dans le transfert,
des aminomcyl-tRNA aux protéines microsomales de foie de rat (39,
144,224) . 3elon Yermolinsky et de la Haba (224) et Guarino( 69 )
ce type d'antibiotigue agirait comme un anaslogue du tRNA, 1l'ex-
trémité terminale portant l'ecide aminé. La puromycine se subs-
tituersit & l'aminoacyl~tRNA comme accepteur du peptide dont le
carboxyl est activé et gui se trouve 1ié su complexe ribosomse
mRNA (241). La fixetion de la puromycine en bout de chafne
( 2 , 3) élimine le peptide du ribosome ( 4,19, 140 ). Flaks
et coll. ( 54 ) ont recherché des différences entre l1l'action du
CAL et celle de la puromycine sur le systéme de synthése in
vitro de Nirenberg. Alors que la puromycine inhibe la légére

synthése existant en absence de miNA surajouté, dens ce cas,
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le chloramphénicol est inactif ; ceci s'expliguerait par le
fait qu'il emp8cherait la fixetion du ribosome sur le mRNA.
Cependant, de nombreux auteurs (149,206,222) et nous-méne

svone constaté gue le CAL blogue l'incorporation des acides
aninds dans les sysitdimes bactériens, sans RNA ajouté. Weber

et De Moss (215) ont montré récemment gue le CAL inhibe di=-
rectement la formation de la chafine pepitidigue sans empécher

le ribosome de se fixer sur le mBHA et sans bloquer la protéine
sur le ribosome. La figure 36 montre gque le CAL blogue totaw
lement, quel que soit le moment de son addition, toute synthése
de phosphatase alecaline dans le milieu d'incubation. Il en est
de méme pour L'incorporation des ascides aminds marqués. Ces
résultata s'observent avec une concentration en CAL de 30 yg
par ml.

Guent a4 la puromycine, ses effets sont veaucoup

d

plus nuancée. On constate sur la figure 37 que 1l'inhibiteur

ajouté soit au temps zéro, soit & différents tempse ap?és le

début de lTincubation, blogue pratiguement toute synthése

d'enzyme active. Si par contre elle bloque toute incorpo-

ration lorsqu'elle est anjoutde au temps zéro, le formation de
1

peptides se poursuit lorsgue l'addition est faite ' hou 2 b

30 min aprés le début de l'incubstion.

La puromycine ¢limine les peptides gui se trouvent
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X - Figure 36
Inhibition de la synthé®se de la phosphatese alcaline par le
- chloramphénicol (30 yg/ml) quelgue so0it le temps de son ad-
v dition au milieu d'incubation.
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~—iqg le chloramphénicol étant ajouté au temps 3 h 30 min
il .

le chloramphénicol étant ajouté au temps 3 h



Figure 37 = 175 =
Action de la puromycine (100 g/ml), ajoutée a4 différents temps,
sur les cindtigues de 1' 1ncorpor tion de l'arginine marguée (1)
et de la synthése de la phosphatase (II).
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sur les ribosomes et par le fait, entrave leur achévement en
molécule enzymatique active. Quant & l'incorporation des
acides aminds marqués, elle est inhibée par l'antibiotique
ajouté au temps zéro, car le nombre des sites de synthése
protidigue est alors trés faible et la puromycine est en exces
par rapport au nombre de polysomes fonctionnels. Cependant,

il nous semble que, additionnée aprés la fin de la phase de
latence non spécifigue, la puromycine se trouve éliminde par
fixations successives sur les tr2s nombreuses chafnes pro-

téiques en ccurs de synthése.

¢ . ACTION DE LT'ACTINOMYCINE D

L'actinomycine, comme on pouvait s'y attendre,
inhibe totaslement le synthdse de la phosphatese alceline lors-~
qu'elle est ajoutée au moment ol débute l'incubation. Introduite
au systéme aprés 10 min (figure 38) et mé&me 1 h d'incubation
(figure 39) elle est encore trés inhibitrice, ce qui prouve que
lors de son addition, le DNA spécifique de la phosphatase al-
caline n'est pas transcrit. Par contre, elle n'a pratiquement
plus dleffet lorsqu'elle est incorporée aprés 2 h pour 1'ex-
périence de la figure 38 ou aprés 3 h pour l'expdérience de la

figure 39. Comme les phases de latence sont respectivement de



4 Figure 38
Action de l'actinomyeine (20 pg/ml), ajoutée a
i‘ différents temps sur la cinétique de la synthése de la phos-
phatase.
unités PA
4 200

] 3 [} foe

h 2h 3h 4h temps d4d'in-
cubation

Cinétique de la synthése de la phosphatase :
P Bane actinomycine
. peg l'actinomycine étant ajoutée aprés 2 h d'incubation
0 l'actinomycine étant ajoutée aprés 10min d'incubation

. @ L'actinomycine étant snjoutée dés le départ.
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Figure 39
Action de l'actinomycine (20 Pg/ml), ajoutde &

différents temps sur lo cindtique de la synthése de la phos-
phatase.
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Cinétique de la synthése de la phosphatase :
p——g sans actinomycine
O——O l'actinomycine étant ajoutée aprés 3 h d'incubaetion
¥—x L'actinonmycine é€tant ajoutée aprés 1 h d'incubation

®—@ L'actinomycine étant ajoutde des le dépurt.
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3 h pour la premiére, et de 4 h pour la seconde, il faut en
déduire que l'actinomycine est inactive lorsqu'elle est sjoutée
une heure avant le début de lo synthése efiective de la molé-

cule enzymatique.

Deux hypothésee peuvent &tre émises : la premiére
correspondrait £ une mauvaise sccession de lL'actinomycine aux
sites de transcription. Cela pourreit provénir par exenmple,
d'une pénétration lente, amenant l'antibiotique au contact du
DNA une heure aprés son addition dans le milieu d'incubation.
Or, les résultats gue nous avons obtenus par l'emploi de la
DNase, permettent d'éliminer cette hypothése puisque le DNA
protégé au départ de L'incubation, devient souvent accessible

4 cette enzyme 2 h plus tard.

La deuxidme hypothése est que le mRNA de la phos-
rhatase alcaline est déjd transcrit 1 h avant gque ne débute la
synthése. Cela impligue, non seulement gue ie messager est
stable dans le systéme P11, mais sussi que le message, guoigue
préserit, ne s'exprime vas durant une heure, donc que sa tra-—
duction en enzyme active est blogude par un systéme de régu-
lation différent de celui qui fait intervensir un répreasseur

gu niveau de la transcription.



D . DISCUSSION

Nous avons vu que la phase de latence totale de ls
phogphatase alcaline était en fait la succession de deux phases

diatinctes :

-~ La premiére, non spécifique, durant ilaguelle certeins
remaniements biologigues et structureaux doivent provoquer la

formation de sites sctifs de synthéses.

-~ La deuxiéme est spécifique de la phosphatase al-

caline.

1 . L= _phage de latence non spécifique :

Comme sa durde varie seulement d'une préparation
de Pl a4 l'autre, il faut penser qu'il ¥ a un rspport entre
1'importance de cette phase et 1'édtat des structures actives
des particules 1. La restructuration, plus ou moins prolongée,
ne peut se faire gue dans un milieu complet ol la synthése pro-

téique eat possidble

- Soit gue la préparastion étant inhomogéne, une
fraction active synthdétise les dléments nécessaires & la réé-
dification de la peartie abimée de la préparstion, bien que
1'emploi de fractions sclubles de préparations en cours d'in-

cubation n'sit aucune action sur la durée de cette phase de



latence.

- Soit, plus vraisemblablement, gue la restructuration
consiste & une complémentation ou une synthése sur dee polysomes
préexistants de structures protéigues en cours de formation ou
fragmentées au cours de la préparation. Bn effet, les sphéro-
plastes utilisés au moment de la lyse proviemnent de bactéries
en phase active de croiseance, ¢'est-a-dire que tous leurs
constituants cellulaires indispensables sont en cours de syn-
thése. Il existe donc dans la prépsration P! des polysomes
pré&ts a fonctionner pour donner des protéines sans apport de
mRNA. Celui qui est induit dans le P! est stable, puisque
l'addition d'actinomycine au bout d'un certain temps n'emp8che

ras les synthéses de se poursuivre.

Une synthése protéigue amenant sans doute une
restructuration est indispensable pour que celle-ci puisse
se réaliser. En effet, aprés une incubationnd'une nuit & 0°C,
c'est-a-dire dans des conditions empé@chant toute synthése, la
réincubation du systéme a 30°C ntamdéne sucune modification de
la phese de latence par rapport & celle d'un témoin incubé le
jour m8me (figure 40). De plus le pouvoir de synthése acqguis
par les particules ¥l su cours de la phase de latence non gpé-
cifique s'accompagne d'une fragilisation des particules elles-

m8mes. En effet, si aprés 1 h 30 min & 30°C le systéme incubé



- 182 -
Figure 40

L'incubation d'un systime & 0°C durant une nuit
n'entraine sucune modification du temps de latence lors de
sa réincubation.
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une nuit a 0°C
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et conservé une nuit a 0°C pour &tre ensuite réincubé, on
constate gque le début de la synthése n'a lieu que 30 min

avant celle d'un témoin non incubé la veille (figure 41). La
synthése cbservéde est presque nulle sgi l'on réalise la méme
expdérience avec au départ une incubation de 2 h 30 min (figur@

41). Ceci démontre :

-~ que dané la premiére expérience la structure des
particules Pl rémctivées est labile &4 0°C puisgque la phase de
latence n'est pas raccourcie lors de la réincubation. On peut
penser que c¢'est le m8me phénoméne qui se produit au cours de
la préparation F1 et que de lui découle, & notre avis, la phass

de latence non spécifique.

- que dans la deuxiéme, l'arrét de l'incubation
aprés un certain temps, 2 h 3C min danes le cas présent, entraine
& U°C une dégradation irrdversidle au sein de la fraction P1
puisqgue lores de la rédincubation, le synthése est devenue négli-

geable.

En résumé, il y aurait au cours de la préparastion
Pl une dégradation de structures trés labiles dont le restau-
ration, & partir de l'informaetion contenue dans les particules,
demandersit 1 It 30 min & 2 h 30 min. Ces structures rétablies,
le P1 s'est fragilisé. Ceci confirme l'activité de la DNase

sur les particules aprés 2 h 30 min d’'incubation. Elles su-



Figure 41 - 184 -~
Si l'on conserve une nuit & 0°C un systéme préalablement in-
cubé 1 h 30 min, on s'apergoit gue lors de sa réincubsation la
durde de la phase de latence n'est que de 30 min inférieure &
celle obtenue avec un systéme ¢émoin ayant séjournd directement

x

une nuit & 0°C et incubéd ensuite.
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incubké 1 h 30 min

p———g¢ Cinétigue obtenue & portir du systéme prdéalablement
incubé 2 h 30 min



bissent durant cette dermidre une modification {(accompagnée
d'une incorporation d'acides aminés marqués) les rendant sen-
sibles & la désoxyribonucléase. Cette phase de préparation guil
rend possible, & notre avie la synthése des RNA meassagers,
rermet la formation ultérieure de protéines spéceifiques con~
trairement sux systémes non spéecifigues pour lesquels on n'ob-
serve pas de phase de latence (149). Il est.possible, en effet,
de situer exactement le moment ol la synthése des RNA messagers
commance ; sury l'expérience de lea figure 42, on voit que l'in-
ducteur guel que so0it le moment de son addition, ne permet pas
& la synthése de débuter svant 1 h 30 min, maeis une foie ce
délai dépaessé, l'addition 4'IPTG est suivie instantendment de
la synthése de la/?—galactasidase. Ceci prouve que sous 1l'in-
fluence de l'inducteur le mRNA est synthétisé immédiatement,
paxr conségquent, le RBNA messager pour une reieson gui nous est
inconnue, ne peut se former svant la fin de la phase de latence
non aspécifique. Far contre, la synthése protéique, clest-a~dire
1'addition des acides aminds les uns aux autres par les poly-
somes prdéexistants, peut se faire puisgue une certaine incor-
poration d'acides aminds a lieu. L'action de la puromycine nous
confirme cette hypothése. Ajoutde dés les premiers temps de
ltincubstion, elle élimine des ribosomes les chaines en cours

de formaticn ce qui, en empdchant le restructuration et la
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Pigure 42

:

Influence du moment de l'addition de l'inducteur
sur la synthdge de la Be-galactosidase.
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synthése du mRA se traduirait par ls dispasrition d'une incor-
poration importante apreés la'phase'de latence., Par contre, apras
la synthése du miINA, les polysomes sont extrémement nombreux et
ai 1l'antibiotique ajouté 4 ce moment 1la chasse ies chafnes pep~-
tidigques en cours d'éleboration, la gquantité de puromycine n'est
pas agses importante pour qu'elle puisse se fixer un grand nombre
de foim sur chaque chaine en cours. Ceci eipliquerait pourquoi,
dans ces conditions, le puromycine est plus sctive sur l'incor-

poration.

2 . La_phage_dg gajencg gpgcgfgqge“de }a_pgospgatase_a}cgléng

Cette phase nous semblait correspondre & un retard
dans la synthése du mRENA de la phosphatase. kn effet, si l'on
réalise des incubations svec des baciéries provenant de cultures
faites en absence de phosphate (figure 43) on réduit la phase
totale de latence, par rapport & celles cultivées en présence

de phosphate, de 2 h & 1 h,

Avec le 1, le phase de latence est réduite elle
auesi de 4 h 4 2 h 8i 1l'on & cultivé préalsblement les celillules
en sbsence de P043+, cela semble &tre la preuve que les 2 heuree
complémentaires correspondent & le syntheése du RNA messager de
la phosphatase slcaline (figure 44). Cépendant, si l'on examine

les courbes d'incorporation, on constate le méme décslage. La
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Figure 43

Cindtigues de la synthése de la phosphstase par
des bactéries préglablement cultivées en présence ou en abe
serce dltions P04 4t

unitég Ph

pm—g Cindétique

partir de
1"04 +0

G} Cinétique

partir de
PO,
Lf_

L

temps dlincuw
bation en h

de la synthése de la phosphatase a
bactéries culitivées en présence d'ions

de la synthése de la phosphatase a
bactéries cultivées en absence d'ions



sence

Cindtigues
et de 1'incorporation de
cules Pl prépardes
ou en avsenge 4

Fleure 4
de la synthése de la vhosphatase
l'arginine marquie par des parti-
& partir de _btmetdries cultivées =2n pré-
tions P04)+.

unités FA

- 300

mpeole d'Arg
incorpordée

/

*---9

-
N -y

¥l préparé a
Cindtique de

Cindtique de

P1 préparé &

Cindtigue de
Cinétique de

L L

3 4

i) ¥
temps d'incu-
bation en h
partir 4'unes culture avec phosphate ¢

. ) vy 14,
lt'incorporation de 1'Arg 40

la synthése de la phosphatase

partir dlune culture sans phosphate @

ltincorporation de 1l'irg 140
la synthése de la phosphatase



synthése plus rapide des peptides par les particules provenant

3+ peut s'expliquer,

de souches cultivées en absence de P04
selon Grunberg Manago (68), par l'action du PO43+ résiduel

de la prdéparation, sur la polynucléctide phosphorylase, dans
le sens d'une dégradetion des polyribonucléotides en ribonu-
cléosides diphosphates, et comme 1'a montré Cohen (30), cette
réaction provogque le pagsege rapide du mRNA aux 5' ribonucléo-
tides dans des extreits ecellulaires d4'E. coli. Ceci explique
pourquoi le fait de cultiver les bactéries en prdégsence de
rhosphate provogue un ralentissement trés net de l'incorpo-
ration des escides aminés dens des polypeptides, et un retard
de la synthése de la phosphatase alcaeline ; cette expérience

ne permet donc pas dl'attribvuer l'allongement de la phase de

latence & lz synthése du mHNA spécifique de cette enzyme.

L'étude de l'sction de l'amctinomycine permet de
montrer gu'en réalité le RNA meseager de la phoephatase esct
synthétisé en m8me temps que les gutres RNA messagers, c'estw
a-dire au moment ot peut débuter la synthése de la‘ﬁkgalacto-

sidase ou celle des peptides marqués,
En effet, l'esctinomycine ajoutde auasitdt aprés la

fin de la phase de letence non spédeifique n'a plus aucune ac—

tivité inhibitrice, le messager de la rhosphatase alcaline est



done présent dés cs moment. La synthése du mENA doit donc &tre
+réds rapide cer l'additicn de Dlase su moment de la fin de 1l
phase de latence non spdécifigue inhibe partielilement la syn-
thése enzymatique. Le mRkNA de la phosphatasge aslcaline se forme
done au moment mdme ol L'incorporetion des acides smings devient
importante at ol la synthése de laﬁ?~galactosid&ae induite &

lieu.

Commenit peut-on expliquer La phase de Llatence come-
plémentaire 4 'une heure ernviron event le début de la synthése
de la phosphnatase alcaline, si le mRNA correspondant est déja
préaent ? Il semble execlu d'esnvisager dens le cas de notre
expérimentation in vitro, une répression su niveau de le trans-
eription. L1 reste donc l'hyvpothése d'une répression & un stade
ultérieur, par un répregseur gui est détruit au cours de 1lfin-~
cubstion. L'hypothése la plus simple cerait gue ce répresseur
soit le phosyphate mindrel lui-minme., salon le moddile décrit nar
- - . I T P . -~ I
Manson : les dons Fo4 restés dans la prépavretion blogusnt les
ionsg Zn , et inhibent zainsi le dimdrisation conduisant a la
moldéculs active. Cependant, l'sddition de sinc ne diminuve pas
la durde de la phase de latsnce.

N e .- . S .

Yar ailleurs, si les iong In sont combinds au phos-

phata, on ne comprend pes comment, une heure pius tard, il ¥y

aurait suifisamment de zinc libre pour permetire la synthése.
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Nous n'avons pu trouver sucun argument en faveur
dtune sutre hypothése valable, il reste seulement gue la tra-
duction du RNA megsager est inhibé par un facteur gue nous
nl‘avons pu identifier, facteur gui disparsit au cours de 1l'ine

cubsation,

Ce phénoméne de répression particulier a la phosphe-
tase gslcaline nlest pas le fait uniquement de préparations acel-
luleires. La figure 45 montre gque chez les bactéries on trouve
le mBme décelage entre la synthése peptidique et l'espparition
de L'amctivité phosphatesique. La régulastion de la synthése de
cette enzyme postérieurement 8 la transcription, semble donc

6tre un phénoméne général, surajouté a4 la régulation au niveau

de la transcription elle-méme.
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RISCUSSTON Wt NE GENBHATL S

La cinétigue de lsa synthése de ia phosphatase alca-
lire par ls fraction P! d'¥E. coli, est carsctérisde par une
phase de latence particuliérement longue dans nos propres con-

ditions expérimerntales. Plusieurs hypothéses ont été envisagées

pour en expliguer la cause :

La premiére était gque l'enzyme ne pouvait &tre mise

en dvidence, bien quiexistant, durant Lle phase de latence. Malgreé
&

une &ugmentation de la perméabilité des particules au cours de
leur incubation, comme il en résulte du mode d'ection de la
DiNase, sucun artifice technicue n's permias de révéler la pré-
sence d'une enzyme active intraparticulaire durant celte période.
La présence de monoméres semble pouvolir &trs exclue, car l'ad-

]

.o oy P N T P
dition d'ions Zn auw systéme, ne modifie ni ia phase de lateunce.

ni 1lL'importance de la synthése enzymatique.

Une deuxiéme nypothése a pouy origine la consta-
tation gue les sphéroplastes, contrairement aux bactéries, pré-
pentent une phase de latence semblable & celle des préperations
1. Des sphéroplastes $tant touvjours présents dans les prépa-

rations P1, il fallait déterminer guel étaeit leur r&le, par

. rapport aux particules subecellulsires, dens la synthése de la

phoaphetase alcaline. 3i le pouveir de synthése des préparations



¥l ramené au nombre de cellules intactes numédrebles en micros-—
copie & contraste de phase est trés veriablie, il devient par
contre nroportionnel au nombre de sphéroplastes viables dvalud
en milieu solids. Cependant, on constate gque la lyze des sphé-
roplastes, au cours de l'incubation, conduit aprés guelques
temps, & une prépavation acellulaire. Il faut remarguer, de
plus, gue les débris régulitant de cette lysé ntont pas l=z
structure fermée des particules provenant de la lyse des m8mes
sphéroplastes par un détergent non ionigue., L'étude de la syn-
thése en fonction de la lyse permet dl'éliminer 1L'hypothése gudi
attribuait la synthése aux cellules viables ; en effet, une
rréparetion P1 aprée gquelgues heures d'incubstion, possede
encore lu moitié de son metivité biosynthéitisante initiale
alors qutelle ne contient pratiguement plus de celliules viebles.
On peut méme dire, gue danes nos conditions expérimenteles le
aynthése protidigue par des sphéroplastes ne peut &tre réalisde,
car dég les premiéres minutes dlincubation la majeure partie de
la prédparastion est lysée. La comparsison du pouveir de synthése
des préparetions Pl avec celui des sphéroplastes n'a dans ce

Ces8 aucun sene.

Cependant, avent d'affirmer que les particules acel-
lulaires sont bien respansables de la synthése "in vitroY de la
phosphatase alealine, il fallait éliminer certaines objections :

dl'une part nous avons montrd gque la maesse cytoplassmique des cel=-



Jules cemeurdes viables n'augmentsit pas dsns deg proporiions

s

pouvant expligquer une asctivité de nthése considdéravlement
accrue ;3 d'sutre part, la proportionnelitd de le guantité dlen~

» 3
Cy

syme synthdétisde par ropport & la cuncentration en fraction T

&y

a été démontrde. Enfin la synthése de précurseurs par les sphdé-
roplastes avant leur lyse, un mRNA per exemple, permettant sux

particules de terminer des chafnes peptidiques, ne saursit 8tre

envigagdée, il est en effet indiscutable cue la synthése du HNA

“

messager spdécifique de la phosphatase n'intervient géndrulement

gqutaprés plus de deux heures d'incubation., 4 ce moment toutes
les cellules viables ont pratiguement dispuru. ‘

Ayant <liming les possibilitdés d'artefact et démontyd
la réalité de la synthiése Yin vitrs" par les préparstions 'Y,
nous avons tentdé de déterminer ce gul se passalt durant ls phase

de latence. Celle~ci, gue nous avons chénatisé ci-aprés, peut

ge diviser en deux parties 3

- Lo premiére correspond & une pdriode dl'attente, non
“igue de la phosphatase slcaline, durant laguelle il y =
ung certaine Incorporatiovn des scides aminés marquds dans les
polypeptides préeipitables au TCA ;3 & la fin de cette période,
l'incorporation asugmente considérablement pour garder ensuite
un taux constant, dés cet instant, la f?—galactosidase induite

. o

‘est, elle aussi, synthditisde. La synthése des mRNA ne peut



.

Unités YA ——
Ag. amind

ch - -
incorporeé

’
F-”“"’"/,_‘—_— heures

noen v apécificue de la

spécifigue phosphatase
S I— /W

phase de latence

sfeffectuer dans cette phase

de latence non spécifique
puisque l'addition de ltin-
ducteur avaent la fin de cette
phaese n'a aucune influence sur
1ls moment de la syntheése de la
pP-galactosidase et que dans
nos conditions expérimentales
les mENA sont stables. Cette
phase de latence nécessite la
possibilité d*une synithése
protidigue, puisqgu'elle est

allongde de toute la période

durant laguelie on ne fournit pas & la préparation Pl les acides

aminds indispensables. Infin, durant cette période, des modifie

cations morphologiques des particules P1 ont lieu. Tout ceci

nous suggére gue cette phese d'attente corresvond & une synthése,

rar des polysomes préexistants,

de protéines constitutives de la

cellule, altérdes au cours de nos préparations. Elles joueraient

un rfle dans la synthése des nmBlNA et dans la structure des par-

tiecules. Il ne s'egit pas dans le cas présent, de la polymdrase

gqui est toujours abondante dans nos préparations.

Le deuxiéme partie de la phase de latence spécifique

de la phosphetase ne correzpond pas & un retard dans la synthése



du mBENA trenscripteur de cette ensyme, qui pourrait 8tre due a4
la rersistance de phosvhate dans ncs préparations. En effet,
1'étude de l'motion des inhibiteurs permet de démontrer gue
les mBMNA de le phosphatase sont formés en méme temps Que ceux
gqui provoguent l'incorporation importante des acides aminés

et la synthese de la f-gelactosidase induite. Il faut donec
admettre gqu'il existe deux types de régulaetion vpour ls phos-

phatase alcaline ¢

19) Selon le schéma de Jacob et Monod, une régu-
lation au niveeu de la transcription du LNA en miNA puisque,
pour que l'enzyme soit synthétisée, le mPENA doit se former
lorsgue les particules proviemnent de cultures réprimées par
ie phosphete. Dans ce cas, le synthése de la phosphatase par

la préparation Pl est bien une synthése "in vitro" et "de novo".

29) Un systdme de blocage de la traduction du RNA
messagey, car celui-ci bien gue présent et stabla, ne s'exprime
en protéineg asctives qu'lsprés une heure de latence. Nous n'evons
pu déterminer le méocanisme de cette rédguletion & une étape ule~
térieure au RNA mesgsager. Cette difficulté de ls phosphatase &

s exprimer n'est pas particulidre & la préparation F1, on la

met également en évidence dans la cellule bactériemnne.






Prépvoerations observées en contraste de phase.

Fig. 1T - Syphéroplastes 4d'HE, coli ¥10
Arg 4 en fin de trmnsformation dans le milieu SP2
adaiticonnég de pénicilline, de saccharose =t de

d
magnésium. (X 4200).

4

roplastes

Pig, 2 = i, Les sph
de lea prévaration prdéeddente ont été lvsdée & ls
digitonine. Les particules obienues, aprdés lavage,

sont reprises dans un volume 100 fois vlus petit

gue le volume initial de la suspension de sphéro-

wlast

B

es. Les membranes sont ern géndrsl fractionndes
ti

an tes particules. Remarouer (flécheg} RE-

petit
rrésence de quelques membran intactes. (X 4200).
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PLANCHES 2, 35 et 4

Préparations observées en microscopie délectronigue.

Les préparations ont €té fixdes selon la
technique Kyter et Kellenberger (185) et inclues dans
1'épon selon Luft (127). Les coupes ont §té effectudes
& lt'ultramicrotome Porter-Blum ou L.K.B., contrasides
4 l'hydroxyde de plomb selon Karnowsky (10&) et exa-

minées su microsecope Hitachi HU - 114,



FLANCHE 2

Divers stadee de la préparstion des particules

N

1 (76, T7).

W

ig. 1 =~ Bactéries en cours de transfore
mation dans le milieu 5SP2 additionné de pénicilline.
Notexr llaspect "en oreilles de lapin® de la cellule

désignée par la fléche.(X 17000).

Pig. 24 - Sphéroplaste en suspension danea
le milieu I & O°C : on remarque qu'il est contenu
L)

dans deux enveloppea.(X 3I5000).

Fig. 3 - Sphéroplaste immédiatement apris
la lyse par la digitonine : on ne renconire gue peu
de granulsations dans les fibres de DNA ; les amas de

ribosomes me commencent gu'd se disperser.(X 30000).

Fig. 4 - Particules P1 : les fragments de
parocis et de membranes en sfenroulant ont donné au Pi
gon aspect caractéristigue. Une structure organisée

(fléche) semble s'édifier & certamins niveaux.



Planche 2




Evolution des sphéroplastes durant leur incubsastion (44).

Fig. 1 = Sphéroplastes dans le milieu SP2

& la fin de la périocde de trensformation.(X 7000).

Fig., 2 = Ophéroplastes
le milieu I a 0°C.(X 7000).

Fig. 3 - Sphéroplastes
d'incubation pour la syntheése de la
caline.(x 7000) .

5% ®

Fig. 4 ~ Uphéroplaestes

d'incubation a 30°C. De nombreuses

en suspension dans

dans le milieu

phosphatase al-

aprés 2 h 30 min

cellulies se sont

lysdées et le volume des sphéroplastes rdésiduels n'a

pas varid.{X 7000).



Planche 3
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FLANCHE 4

Action de la DNase et de l'incubation

sur les particules P1.

Fig. 7 = Particules P! dans le milieu I
a4 0°C. Noter l'importance du DNA interstitiel.
(x 40000).

Fige. 2 « Particules Pl traitées par la
Diiase (60 Bg/ml) durant 1 heure. L'aspect géndéral de
la préparation s'est modifié ¢ les particules semblent
se distendre, le DHA interstitiel a disparu et des
granulations & l'intérieur des parois sont nettement
visibles.(X 20000}.

Fig. 7 =~ Particules P! aprés 2 h 30 min
d'incubation & 30¢C. L'aspect géndérnl de la prépe-
ration ezt identique 4 celui de la fig. 2. 4 ce
stade les particules P! deviendrsient permdables &

la DNase.(X 40000C;.
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