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A B R E V I G T I O N S  U T I L I S E E S  ' 

absorb.. .aace à 260 mp 

mé la~ge  de l 'adénosine 2'- e t  3'-  phosphates 

angstr5zi 

acide itésoxjrribonucléique 

&Dl? adénosine 5 '- diphosphate 

APC (ou PCA) acide perchlorique 

ATCQ 

ATP 

C 

O C  

DELE-cellulose 

D.0.my 

E. c o l i  

EDTA 

ecide phosphoglycérique 

acide ribonucl éique 

acide ri'oonucléicpe -messager 

acide ri'2onucldique -nuc léa i re  

acide ribonucléique ribosonal 

acide ri'oonucléique-solcblc (de t r a n s f e r t  : ARlT - t) 
taux de phosphore A-RnT dé t eminé  pa r  l a  méthode 

des dou5l e s  1 onmeurs d ' onde 

acide t r ich loracé t ique  

adThosine 5 - tr iphosphate etc .  

mélange de cyt idine 2 ' -  e t  3' p5osphates (*) 
degré centig:zde 

diéthylariiinoéthylcell~lose 

densiti! optique en mi l l in ic ron  

Eschkrichia c o l i  

acide étl-iylèns d i m i n e  ti tra.ucétique 

f r a t i o n  pE = 5 préc ip i t é  du surnagernt cytoplasnique par  
l l ~ c i d e  acStique 2 pH = 5 

g f o r c ~  de gravi té  

G mélange de gumosine 2 t -  e-t 3 '- phosghates 

Guanidina ~~illinonéthmariiiciiiie : Pd = c (lm ) 
2 2 

h heure 

i n o s i t o l  dipnosphate 

i n o s i t o l  rnonophos2hate 



mélânge des quatre ribonucléotides (A,  C, G e t  U) 

phosihore nucléotidique 

phos;2hore miné rd  

c (p)  absorb- .me imolaire à 260 mp pûr atome g r m e  
de phosphore e t  sar l i t r e  

sosae de l 'ab~or;-?_~wice à 26G mu des nucléotides, 
expr&Ge en rîiilligrarnmes de phosphore e t  cor r igée  
en  f o ~ c t i o n  de l a  com-ymition centssinla?e 

m a s  e ribonucléase psnc r6a t i çue ( r ibonuchse  1) 

S constant de s6diLlentation (uni té  ~ v e d b e r ~ )  

SDS sodiwi dodscyl-sulfate 

T3U-cellulose triéthylaininodthyl-cellulose 

t /rm 

tris 

'-+Y ";;U 

U.V. 

tours  pur minute ( r. p. m. ) 

2 - airino - 2 (hyciroxyméthyl) propane -1, 7- di01 ou 
T r i s  (hydrom mé-chyl) - mino - méthae  

mélange de l ' u r a c i l e  2'- e t  3'- phosphates (*) 
~r ibosyluzc ,c i le  ou acide pseudouridylique 

lumière -d t ra -v io le t te  

E absorb-mce molaire d fuae  so lu t ion  de nucléotide 

BentoniLe acide a lu in inos i l i c ique :  A l  O (S iO2I4  , 2H20.  
2 3,  

3upancl SDS, acide 1-Joiecane çu l fon ique  : CH?(SH ) SO H. 
4 2 1 1  3 

-- -- 
(*) : dans l e  czs des-h,s-diolysrts r i b o n u c l é a s i j e s ,  il s ' eg i t  

uniqusrnent du nucl!:oside 3'- phosphate. 



I W T R O D U C T I O N  

Nos recherches s'inscrivent dans l e  cadre des travaux qui 

s e  poursuivent, depuis plusieurs années, à 1 'Inst i tut  de Recherches sur 

l e  Cancer de Lil le,  sur l a  physicochimie des acides ribonucléiques. Les 

biochimistes cancérologues s ' attachent, depuis de longues années mainte- 

nant, à préciser l e s  causes premières du déclenchement de l ' ac t iv i té  

mitotique anarchique qui est  l a  grande caractéristique biologique des 

cellules cancéreuses. 

E h  1930, 66ARBUflG e t  coll. ( 1 )  formulaient llhypothèse selon 

laquelle l e s  tissus cancéreux présentaient une glycolyse plus importante 

que l e s  t issus normaux ; i ls  affirnaient, en 1955, que ces propriétés 

particulières étaient dues à une lésion irréversible, caractéristique de 

1 1  é ta t  cancéreux. Cet t e  opinion déclencha une somme considérable de 

recherches sur l e  métabolisme énergétique des t issus ca~céreux. Ces 

travaux ont permis d'infirmer l a  théorie de WAKBURG ; il semble que l a  

respiratioii e t  l a  gLycolyse sonJi; étroitement l i ée s  à llenvironnement 

cellulaire e t  leur  a-entation chez l e s  cellules cancéreuses ne sont pas 

dues à une variation irréversible du métabolisme énergétique ; e l les  ne 

sont qut une conséquence de 1 'hy-Eeractivité mitotique, La fréquence des 

mitoses nécessite une plus grande quantité d'énergie nécessaire aux 

synthèses qui l e s  déclenchent. Les travzux entrepris depuis plus de 

15 années sur l a  biochimie de l a  mitose ont permis de démontrer une 

relation ét roi te  entre l a  division cel lula i re  e t  l a  biosyntlièse 

protéique. Toutes l e s  cellules qui se  divisent activement, e t  l e s  

cellules cancéreuses en particulier, présentent une activation t rès  

nette de leurs synthèses protéiques. La Biologie moléculaire a 

é tabl i  l e s  relations cytoplasmiques qui unissent l e s  protéines 



aux ac ides  nucléiques ; e l  l e s  peuvent s e  raniener au schéma, maintenant 

t r a d i t i o n n e l ,  

ADN > ARN - - -  Pro té ines  ---) Mitoses.  

La synthèse des p ro t é ines  spéc i f iques  e s t  d i r i g é e  par  l e s  ARN 

( s y n t h é t i s é s  au niveau des ADN), en f a i s a n t  i n t e r v e n i r  un rn6canisme de 

complémentarité molécula i re  que nous préc iserons  p lus  l o i n .  En o u t r e  l e s  

r é a c t i o n s  de synthèse sont  cont rô lSes  pa r  un processus de r égu la t ion  

enzymatique, encore mal connu. On envisage actuel lement  deux hypothèses 

pour expl iquer  la c a n c é r i s a t i o n  : l e  processus mi to t ique  anarchique s e r a i t  

déclenché 1 )  par  un t r o u b l e  du mécanisme de r é g u l a t i o n  des synthèses  de 

p ro t é ines ,  ou bien 2 )  par  l ' a p p a r i t i o n  de p ro t é ines  anormales syn thé t i s ées  

par  s u i t e  de l a  présence de molécules dlARRT anormales, d ' o r i g i n e  endogène 

(mutat ion)  ou exogène ( v i r u s ) .  

Notre t r a v a i l ,  q u i  s e  l i m i t e  aux c a s  des Am, c o n s t i t u e  une 

t e n t a t i v e  de démonstration chimique de l a  deuxième hypothSse. Nous avons 

cherché à c a r a c t é r i s e r ,  dans l e s  c e l l u l e s  cancéreuses,  des ARN anormaux, 

Etan t  donné l e s  d i f f i c u l t é s  expérimentales  q u i  s e  posent ,  nous avons 

abordé c e t t e  ques t ion  en nous l i m i t a n t  à deux p o i n t s  p a r t i c u l i e r s  : 

1)  m e t t r e  en évidence l a  présence de composés nuc léo t  id iques  anormaux 

dans l e s  ARN d ' o r i g i n s  cancéreuse.  

2) c a r a c t é r i s e r  des séquences nuc l é o t  idiques anormales, provenant d'une 

s imple d i f f é r e n c e  de s t r u c t u r e  de ces  composés. Ces deux o r i e n t a t i o n s ,  

nous ont  impose l a  recherche de méchodes d 'é tude  t r è s  s e n s i b l e s  e t  

rigoureusement s t anda rd i sées  pour permet t re  une é tude  comparative v a l a b l e  

e n t r e  l e s  ARN normaux e t  cancéreux de meme or ig ine .  

Avant de d é c r i r e  l e s  r é s u l t a t s  de nos t ravaux nous exposerons 

t r è s  succintement : 

1 - Les g é n é r a l i t é s  s u r  l e s  Am, concernant pr incipalement  l eu r s  

c a r a c t 6 r i s t  iques physicochimiques actuel lement  connues (composition e t  

s t r u c t u r e )  e t  l e u r  r ô l e .  



II - Les méthodes d'étude des BRN, en particulier 

A - Les procédés d'extraction des AN? 

B - Les techniques de détermination de leur composition 
Nos recherches personnelles ont poursuivi essentiellement 

un but comparatif, Nous décrirons &si : 

1 - étude critique des méthodes d'extraction des ARN du foie de rat 

normal, Ce travail nous a conduit à préciser les conditions d'extraction 

applicables aux études de compsition d'une part, et aux études de 

structure d'autre part. 

II - Les applications de ces techniques à l'étude comparative : 

- des ARX des fractions cytoplasmiques 

- des PJW normaux et cmcéreux (foie normal et hépatome 

ascitique). 

'FNous consacrerons une troisième partie aux techniques d'étude 

comparative des structures primaires des ARN. Nous nous sommes limités, dans 

notre expérimentation, aux hydrolyses partielles par la ribonucléase 

pancréatique des ARN des tissus normaux et cancéreux. 



G E N E R A L I T E S  

1 - Répartition e t  Ba$ moléculaire. 

U Composition chjmique 

UïL - Structure. 

IV - Roles biologiques essentiels* 

p LFj METHODES DtETTUDE WYSICOCHIMIQUE DES ARN? 

1 - Extraction des AEW tissulaires . 

II - Détemination de l a  composition mléotidique.  



t 
I LES ACIDES RIBON[JCLEIQUES f 
Ir (r 

1871 ?fIE$C5T.FZ (2)  i so l a  des cel lules de pus e t  des 

spermatozoïdes de saumon, un composé phosphoré qul il appela nucléine 

e t  dans lequel il m i t  en évidence deux constituants : une protéine 

basique e t  un composé phosphoré acide. ALTP.IAnTnT (3) propos d'appeler 

acide nucléiclue l e  groupe phosphoré acide q u ' i l  r éuss i t  à i so le r  e t  à 

purif ier .  KOSSEL (4), en 1891, ! n i t  en évidence deux acides nucléiques : 

l 'un ,  i so lé  de l a  levure, f u t  appelé acide zymonucléique e t  l ' aut re ,  

ex t r a i t  du thymus, acide thymonucléique, M i n  LEVENT (5) iden t i f i a  

respectivel.ient dans leurs  produits d'hydrolyse du ribose e t  du 

desowribose : on l e s  appela donc acide ribonucléique (BRN) e t  

acide desowribonucléique (ADN). 

Les acides nucléiques sont des constituants constants de l a  

matière vivante, Ils coexistent dans toutes l e s  ce l lu les  vivantes, 

anirndes e t  végétales (HAMI'IARSTEN ( 6 ) ,  CASPERSSON ( 7 ) ,  BRACHET (8)) . 
Les U N  s e  loc j l i sen t  essentiellement dans l e s  noyaux cel lu la i res  ; 

combinés à des protéines basiques (protamines e t  histones) ils 

constituent l e s  gênes au niveau des clvnomosomes ; en outre l a  présence 

dtKûTJ a é té  soupçonnée récemment au niveau des mitochondries. 

Les Afùl s e  répartissent dans toute l a  cel lule ; i l s  existent,  s o i t  

sous forme l ibre ,  s o i t  combinés à des protéiiies ; ils présentent une 

grande diversi té  moléculaire e t  possèdent des rô les  importants dans 

l a  v ie  de l a  cellule. Uous limiterons volontairement notre exposé 

au eas  des ARN seuls,  en nous bornant à signaler par comparaison certai-  

nes caractéristiques particulières des ADId, quand nous l e  jugerons 

nécessaire. 



Le développement des méthodes de fractiomement c e l l ~ e  

a ;permis de carrwtériser e t  de LocaJlser dans l a  cellule plusieurs 

ciasses dlARN qyi différent à l a  fo is  par l eur  é ta t  moLécuLaire e t  leur 

Ale. 

L e s  BRN existent s o i t  l ibres ,  so i t  sous forme de ribonucl6o- 

p t b a  ; l e m  poids mol&ulaires sont trh va;riables salon leur  état. 

Les différentes classes d'NIN actuellement connues se  répartissent 

dans l e s  4 fk.M?tions cellulaires essentielles : noyau, mitochondries, 

ribosomes, solution cytoplasmique. 

L'étude des BRN nucléaires a é té  effectuée à part i r  des 

noyaux isolés obtenus pa r  centrifugation différentielle. On a caractérisd 

essentiellement deux types différents drARN dans l e  noyau : des 

ribonucléop-otéines qui se  localisent essentiellement dans l e  nucléole 

e t  dont on extrait des II;RN qui présentent des constantes de sédiments~- 

t ion variables (ARN nucléolaires) e t  des ARN non combinés à des p r o t é b ~  

qui existent sous forme l ib re  (BRW messagers). 

Les travaux récents de PERRY (g), SC- e t  coll. (IO), 

HENSHAW e t  0011. ( I I ) ,  NOLL (12), ont pends de caractériser, dans l e  

noyau, des ARN dont l es  constantes de sédimentation sont respectivement 

de 45s, 359, 28 s, 18 s, e t  8 à 16 s, ce qui correspond à des poids 
6 6 6 mol&uL&es respectifs d t a v i m n  1,7 . 10 , 1,S . 10 , 1,3 . 10 , e t  

0,3 à O,5 . lob . L'étude des compositions chimigues e t  de l t ac t iv i t é  

métabolique de ces mol6cules permet d3 distinguer deux gmupes 

différents dfaRN : 



- Les BRN ~lnucléolaire.slt correspondent aux fraction 35 s , 28 s , e t  

18 s ; a s  possèdent une composition identique aux BRN des ribosomes e t  

leur  vitesse de marquage par l e s  radiophosphates es t  faible. Ces &EU, 

selon NOLL (13), sont combinés à des protéines e t  constituent l e s  précur- 

seurs des ribosomes cytoplasmiques. 

* - Les IlRN messagers correspondent aux fractions 45 s e t  8 à 16 S. 

Leur composition e s t  voisine de celle des ADN ; ils possèdent une vitesse 

de renouvellement extrêmement rapide e t  une derni - vie brève (1 à 3 h. 
chez l e s  cellules animales). La fraction d t  ARN 45 S. serai t ,  selon 

HEDSHAW e t  coll. (14),une molécule mixte, précurseur à l a  fois  des ARN 

messagers 8 à 16 S. e t  des ARN ribosomaux. Les aRN messagers existent 

sous forme l ibre  e t  sont spontanhent diffusibles du noyau (DEFER'&KOBUS 

e t  coll. (15)). Ils stassocient dans l e  cytoplasme avec les  ribosomes 

p u r  former les  polysomes, act i fs  dans l a  synthèse protéique. 

- BRN DES MTTOCHONDRIES 

BONNER (16) e t  BUES e t  coll. (17) ont suggéré m 1958, la 

présence dtARN dans l e s  mitochondries e t  l e s  chloroplastes. ~ e p r d s  ces 

travaux, on a toujours caractérisé des BRN dans l e s  mitochondries. Leun 

état moléculaire n'a pas été étudié en d é t d  e t  on ignore encore 

actueilement sf i ls  existent l ibres  ou combinés à des protéines. Eh outre 

l a  localisation intramitochondriale de ces ARN n'a pas encore été claire- 

ment démontrée e t  on ne peut rejeter, a priori ,  l'existence dlune conta- 

mination ribosomale persistante des préparrations de mitochondries étudiées. 

Les A .  de l a  fraction mitochondriale présentent toutes l e s  caractéristiques 

physicochimiques e t  métaboliques des ARN ribosomaux (composition nucléo- 

tidique e t  activité métabolique identiques). 

- -- 

-k Voir l a  revue générale r6cente:SINGER et  LEDER (14-bis). 



C - ARN RIBOSOMAUX 

Le sous - f r ac t  ionnement de l a  " f r a c t i o n  microsome" de CLAUDE 

(18) 4+ permet d ' i s o l e r  une f r a c t i o n  ribosomale , exempte de membranes 

cytoplasmiques l i pop ro t é id iques  . C e t t e  f r a c t i o n  r iùonucléo-protéique,  

soumise à une u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en g rad i en t  de saccharose,  pour des 

concent ra t ions  de MgCl v a r i a n t  de 0 , 5  Zi 4 M, permet de c a r a c t é r i s e r  
2  

des f r a c t i o n s  dont l e s  cons t an t e s  de sédimentat ion son t  l e s  su ivan te s  : 

180 à 120 S . ,  70 à 8 0  S .  e t  30 S . .  Les propor t ions  de c e s  d i f f é r e n t e s  

f r a c t i o n s  va r i en t  en fonc t ion  de l a  concen t r a t i on  en ions M ~ *  . Les 

f r a c t i o n s  180 à 120 S .  majeures pour une concen t r a t i on  de 4 mM en MgC12, 

correspondent  aux polysomes (ou ergosomes) q u i  r é s u l t e n t  de l l a s s o c i a t i o n  

d '  ARN messager e t  de r ibonucléopro té ines  70 à 8 0  S .  . La f r a c t i o n  70 à 

8 0  S .  correspond aux ribosomes l i b r e s  e t  l e s  f r a c t i o n s  50 e t  30 S . ,  q u i  

deviennent majeures pour une concen t r a t i on  en MgCl i n f é r i e u r e  à 0 , s  mM, 
2 

correspondent 3 des  sous-uni tés  r ibonucléopro té iques .  La d é p r o t é i n i s a t i o n  

des p a r t i c u l e s  70 3 80 S . ,  50 S .  e t  30 S .  permet d ' i s o l e r  des f r a c t i o n s  

dlARN pur s ,  qu i  correspondent  aux ARN ribosomaux. 

L ' o r g a n i s a t i o n  molécula i re  des ribosomes est résumée dans 

l a  f i g u r e  1 e t  les c a r a c t é r i s t i q u e s  physicochimiques des ARN r ibosomaux 

sont  les su ivantes  ( v o i r  l e s  revues généra les  de SPIRIN (19) e t  de 

PETERLMAE (20) )  : 

1 - Les ARN ribosomaux n ' e x i s t e n t  pas l i b r e s  ; i l s  son t  tou jours  combinés 

aux p ro t é ines  (64 p .  100 dlARN - 36 p.  100 de p r o t é i n e s ) .  

2  - Il s ' a g i t  d'AM de haut  poids molécula i re ,  de deux types d i f f é r e n t s  : 
6 ARN 18 S .  (PM : 0 , 6  . 10 ) e t  ARN 26 S .  (PM : 1 , 3  . 106' formant respec-  

t ivement l e s  sous u n i t é s  r ibonucléopro té iques  30 S .  e t  50 S .  

(HALL et DOTY ( 2 1 ) ) .  

(*) La f r a c t i o n  "microsome", obtenue par une c e n t r i f u g a t i o n  de 90 mn 

à 50 000 g du surnageant  déba r r a s sé  des noyaux e t  des mitochondries ,  est 

un mélange de ribosomes l i b r e s  (g ra in s  de PALLADE), de fragments de mem- 

branes 1 ipopro té id iques  (SMOOTH) , e t  de fragments de complexes ribosomes - 
membranes (e rga toplasme-f rac t ion  "rough"). 



R N  de 
R I  BOSONES 2 
(PM. I ,~X  106) 

(PM. 0,9. 106) 
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(PM. 0,6 106) 



3 - Les ribosomes libres 70 à 80 S. résultent de llassociation des 

ribonucléoprotéides 30 S. e t  50 S.  Cette association est  l i ée  à l a  conceil- 

tration en ions magnésiux du milieu. 

D - ARN DE LA SOLUTION CYTOPLASMIQUE (ARN solubles) 

Les ARN de l a  solution cytoplasmique sont des ARE micromo- 

léculaires, solubles dans l e  chlorure de sodim 1 M (OTBKA e t  colla (23 ) ,  

34ITH (24)). On l e s  isole par précipitation à pH =+j du surnageant 

cytoplasmique suivie d'une dépmtéinisation (ARN pH = 5 de HOAGLPlraD (25)). 

Ils existent l ibres  dans l a  solution cytoplasmique, non combinés à àes ' 

protéides, e t  ils semblent ê tre  identiques pour toutes les  espèces 

(CANTONI e t  coll. (26)). 011 l e s  a cmactérisé également daas l e  ltsucll 

nucléaire (nuc160plasme). Leurs caractéristiques pbysicochimiques sont 

l e s  suivantes (revues générales de SPIiUN (27) e t  de BROWN (28)). : 

1 --Ils possèdent une constante de sédimentation de 4 S. e t  un poids 

moléculaire de 25.000 2 1,000. Ils résultent de 1 l association de 80 

nucléotides e t  leur molécule possède une l o g e w  de 100 1 . 
2 - Les ARN solubles (ou BRN pH = 5) possèdent La propriété de se  l i e r  

à des acides aminés, par une réaction d'estérification enzymatique 
a 

faisant intervenir des amin$ylsynthétases (HOAGLC~ND (29) ,  BWG e t  

col la  (30), mIECNIK e t  coll. (31 )), Chaque acide aminé possède au 

moins un BRPT soluble spécifique ; ces ARN sont responsables du transfert  

des acides aminés de l a  solution cytoplasmique vers l e s  ribosomes 

( ARN solubles ou ARN pH = 5 ou ARlY de transfert)  . (voir figure : 8 ) . 
Cette revue rapide des ARN de chaque fraction cytoplasmique 

pemet de fa i re  ressort i r  dès maintenant l a  grande hétérogénéité de cette 

classe de constituants. 

1 ) les  AlUJ se  répartissent dans toute l a  cellule; 

2)chaque fraction cellulaire possède des AH? particuliers; 

3)ils existent s o i t  l ibres,  so i t  combinés à des protéines. Un certain 

nombre de travaux tendent, en outre, à démontrer depuis quelques années 

l'existence de complexes nucléotides-lipides ou ARN-lipides, 



4) Leur é ta t  maléculaire e s t  t rès  vxriable: 4 S. pour 1 ' BRN soluble, 

1 6  e t  28 S. pour l e s  ARN riboso~aux, 8 à 45 S. pour l t A R N  messager. 

Chaque classe dlBRN ~ossède,  dans l a  cellule, une fo%tion 

t r è s  précise, qui es t  étroitement l i é e  à s a  structure, Avant de préciser 

ces différents rôles biologiques, nous nous proposons de résumer l a  

composition chimique e t  l a  structure de ces d i f f b e n t s  composés. 

II - COMPOSITION CHINIQUE 

Les acides ribonucléiques sont des polymères résultant de 

l'enchainement d'unités plus simples. L'hydrolyse alcaline (par l a  soude 

ou l a  potasse) l ibère  des unités constituées d'une base hétérocyclique, 

de Mbose e t  d'acide phosphorique : ce sont l e s  nucléotides. L'hydrolyse 

t o t d e  l ibère l e s  c o n ~ t i t u ~ t s  élémentaires : acide phosphorique, ribose 

e t  quatre bases azotées majeures, auxquelles s 'ajoute, selon l e s  cas, une 

proportion fa ib le  de bases azotées hétérocycliques particuiières (bases 

mineures). 

A - LES PRODUITS D'HYDROLYSE TOTALE DES ACIDE3 RIBONUCLEIQUES 

1 - L t  acide phosphorique 

L I  acide phosphorique constituant l e s  ARN es t  l 'acide 

orthophosphorique. Toutefois des complexes dt.AIW e t  de poly - e t  

métaphosphates ont été isolés de l a  levure par EBEL e t  coll, (32). 

2 - Le ribose 

Les AFü!i des cellules animales renferment exclusivement l e  

D-ribofurannose. On numérote conventionnellement les carbones de 1 ' à 5' 

en pcwtant du groupement semi-acétdique, 



3 - Les bases azotées hétérocycliques. 

Les bases appartiennent à deux sér ies  hétérocycliques purique 

e t  pyrimidique dont l e s  squelettes sont ~ i d i q u é s  ci-dessous, 

S é r i ~ -  pyrimidique. .... .., ...... .. . . .... ., . , .. Séria- puigue. .,.. .....,, ..... 

Les positions 2 e t  6 des noyaux sont préférentiellement 

substituées par des fonctions hydroxyles ou amines. On obtient, dans l e s  

deux séries,  deux bases majeures e t  des dérivés de subs.t;itution plus 

complexas, qui existent en proportion minime dam l e s  ARN, que l ' on  

appelle, pour ce t te  raison, l e s  ffbases mineurestf. Les formules de ces 

dérivés sont indiquées dans l a  figure 2. 

D a n s  l e s  ELRN totaux des cellules &ales on trouve en 

général 50 $ de chacune des deux bases purique e t  pyrimidique. Les bases 

mineures y sont présentes à l ' é t a t  de traces. Toutefois l e s  rlRN solubles 

par exemple en rerxferment des quantités non négligeables. La mise au point 

de procédés de séparation e t  de dosage de ces composés devient une 

nécessité absolue. On ne peut exclure à prior i  l ' idée  que des ARN anomaux, 

présents dans l e s  t issus cancéreux, n'en soient particulièrement riches 

'et l e s  premiers résül ta ts  acquis dans ce domaine sont en faveur de cet te  

hypothèse  ableau au A). 

B - ,&ES PRODUITS D'HYDROLYSE PARTIELLE, 

Lthydrolyse chimique ou enzymatique des ARH conduit à des 

produàts d'association des bases e t  du ribose qui sont l e s  ribonucléosides 

e t  à des esters phosphoriques de ces derniers qui sont l e s  ribonucléotides. 





TABLEAU - A 
* 

TI3IBUR AFPROXIMATIE EN CTRThTh%S BASES PURIQUES FETKYLEES DAPITS LES ACIDES 

RIRONUCIZIQUES DES FRACTIONS CELLULNRES DE FOIE DE SOURIS ET DE TU]!IEUR 

(D après ALUN (1 36) ) 

. . . . . . Fractions : 2-Méthyl- : 6-Kéthyl- : 6-Dimétbl- : 1-Kéthyl- : 2-Méthylamino- : 2-Diméthylamino- : 
: celluicaires : adénine : aminopurine : aminopurine : gu~inine : 6-hydroxypurine : 6-hydroxypurine : 
: . . . . . . . . . . . 
: Tumeur . Pas  . 
: Mitochondries : déterminé : - . - : 0,24 0978 0,f O . . . . . : . . . . . . . 
: Foie . . . 
: Mitochondries : - - . .. : 0,lO . . 0 , 57 0,10 . . . . . . . . . . . 8 : 
: Tumeur . . . . . . i P 
: Micmsomes : 0,10 : 0,lO : 0,10 : 0,14 0,82 0,10 . . . : . . . : : 
: Foie . . . . . . 
: Micmsomes : 0,lO : 0,lO : 0,10 : 0,08 . 0,60 0,10 
: . . . . . 
: . . . . . . 
: Tumeur . . : . : 
: Fraction soluble : 0,10 : 4,20 : 1,16 : 1 ,O3 . 12940 3920 . . . . . . . . . . . . . . . . . 
: Foie . . . . . . 

on soluble : O,t  O : 0,78 : 0,55 : 0,86 5920 1 9 %  * . . .. . . C .  

- 7  * Toutes l e s  valeurs sont en moles pour 100 moles d'Uracile. 



1 - Les ribonucléosides 

Les nucléosides ne sont pas réducteurs : l a  fonction semi- 

acétzlique du ribose e s t  engagée d a m  une l i a i son  glucosidique avec l a  

base. La l a b i l i t é  part iculière de celle-ci l a i s s e  supposer qu'el le s e  

f a i t  par l ' intermédiaire d'un atome d'azote. Les études structurales 

ont permis d 'é tabl i r  qu ' i l  s ' e t  de Ji-,&ribofurannosides ; l e s  nucléo- 

ques des sides puriques .sont des N-9-ribosides e t  l e s  nucléosides 4' 
N->ribosides, P s  absorbent l a  lumière ultraviolette, c o r n  l e s  bases 

corresppondwiteq e t  possèdent des &.ma e t  des minima d ' a b  rption car* 

téristiques, Ces propriétés sont mises à prof i t  dans l e s  methodes 

dlidenti.fication e t  de dosage de ces composés, Les ribonucléosides sont 

stables en milieu basique e t  l eu r  s t a b i l i t é  en milieu acide dépend de l a  

n a b e  de l a  base hétérocyclique : l e s  Mbonucléosides puMques sont 

facilement hydrolysés par l e s  acides dilués (SO H 1 N - 1 heure à 1 0 0 ~ ~ ) ,  
4 2 

m a i s  l e s  ribonucléosides ppm$ues  rés i s ten t  énergiquement à 1 rbydrolyse 

acide. Les ribonucléosides sont obtenus p a  déphosphorylation des nucled- 

t ides  correspndants, par voie chimique ou enmat ique.  

2 - Les ribonucléotides 

l'hydrolyse chimique (par l a  soude ou l a  potasse) ou 

enzymatique (par des phospho-diesterases) des AlIli conduit LW ribonucléo- 

tides, association d'une base, de ribose e t  d'acide phosphorique. il 

existe un grand nombre cïlisomères : isomères de position du res te  

phosphoryle sur l e  ribose ; isomères cycliques, provenant de l a  présence 

d'un ou plusieurs restes Hphosphorylew. Les règles de nomenclature sont 

l e s  suivantes : 

a) Les nucléotides contenûxt l e  ribose sont l e s  ribonucléotides (ou 

ribotides), Ceux qui contiennent l e  desoxyri3ose seront l e s  d e s o w i -  

bonucléotides (ou desoxyribotides) . 
b) Ils seront puriques ou pyrimidiques. 

c) Ils seront appelés nucléosides phosphates ou nucléosides - 
polyphosphates selon l e  nombre de res tes  "phosphorylen ; on précisera, 

dans ce cas, l a  position du ou des res tes  phosphoryles sur l e  pentose 



en utiliscmt l a  numérotation en chiffres ûffectés du signe tlprimel', que 

nous avons précisé précédemment, On distinguera ainsi, d m  l e  cas des 

ARN : 

a - l e s  ribosides 2' e t  3' phosphates (fig.3a e t  3b), 

b - l e s  ribosides 5' phosphates (fig. 3c), 

c - l e s  ribosides 2' - 3' phosphates (fig. 3d), 

d - l e s  nucléosides - diphospktes (fig. 3e). 

Le tableau B r6surne l a  nomenclature, l a  composition e t  l e s  aLréviations 

concernant l e s  principaux nucléotides rencontrés dam l e s  hydrolysats 

dlARN. Une renarque s'impose pour un nucléotide pnrticulier : 1' acide 

pseudo-uridylique. L a  l izison du ribose e t  de l 'uraci le  es t  de ty-pe 

C - C,,en position 5 du noyau hétérocyclique : il ne s 'agi t  plus d'un 

N-3 ribotide m a i s  d'un C-5 ribotide. Il s'ajoute aux nucléotides mineurs 

qui résultent de l 'association des bqses mineures du ribose e t  de l'acide 

phosphorique. L'acide pseudo-uridylique (Y-u ) est  un cansti tumt des 

AKN solubles qui en renferment, selon l e s  cas, de 5 à 25 résidus pour 

1 00 résidus d ' acide uridylique. 

Les nucléotides nomaux e t  mineurs, actuellement connus, 

sont rassemblés dans l e  tableau B. 

Les nucléotides, corne l e s  nucléosides e t  l e s  bases, 

absorbent l a  lumière ultraviolette e t  possèdent des spectres d 'absorp 

t ion caractéristiques. Ils sont solubles dans 1 eau, l e s  solutions alcalines 

e t  l e s  acides dilués (*). Ce sont des acides forts. Ils se déphosphorylent 

sous l tac t ion  de l 1 m o n i ~ y u e  concentré à I O  $ (180° - 3 H) ou de l a  

pyridine à 50 $ pendant 5 jours, ou encore sous 1' action de certaines 

nucléotidases (voir page 70 ). 

(*) L'acide gu-mylique est  difficilement soluble dms l'eau, dans l e s  

solutiors ammoniacales e t  dans l 'acide chlorhydrique 0,01 N. 
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a) N u e b i d e  3LPhosphae b) Nuci~oeride 2'- Phosphate 

baseo 

OH OH O O 

8 
C)  cléo oside 5 L Phosphate d) Nuc~éosida 2'3' Phosphate 

e) Nucléoside 3',5=Pho~phate 

- Figure-3: Forrnuloo _ _ _  _ _  principaur .).--- - .c - nucléotides ----- - - -  - 
présents dans les h ydrolysats d ' ARN - -  - - -  - -  -..-..----- - - - - - -  



TABTEAU - B 

r Nature de : 
: l a  base : NOMEnCL ATURE 

URACïLB : Uracile . 
: Uridine 
t 
t Acide Uriàylique 
t . 
t 
: Ptmudouridine 
: 
: Wribosy1uradile 
: 
t Acide dîbydmuridylique 

: 2,6-dihydroxypyrimidine . 
: 3-PD-ribofuranoaide de l 'uraci le  
: 
: Uridine - 2' ,3' ou 5' - phosphate 
t 
1 
t 
t 5 - ribosyl-uracile 
t 
t 3, 5 - âiribosyluracile 
t 
t 5, 6 - di- - 3 - r ibosyluac i le  

. 
: Urd ou U 
t 
: Urd - 2', 3' ou 5' -2,  
t U - 2', 3' ou sio ou 
: 2'. 5' ou 5' - UKP 
t 
a vrd ou"# 
8 
t - 
t 
: - 

t t t f : 
t t 5 - mdt4Jrl- 2,6 - dib@mwpyrt.nidinet ; l9mm.E :Thmine t ou 5 - métbyluracile t - : 

: t t : . 
z : T-dine : +Il-ribo~irenoside de 5-mBthyluraeilet T M  ou T 
: : . : Acide ( r i b d  ~ l i q u a  : ( r i b d t m i d i ~ ~ e - 2 ~ , f *  ou 5Lphosphate : Thd-7',3' ou 5'-P, T-2' ,3* ou 5'P : 
: : t : ou 2', 3' ou 51-0 !mIP : 

- 
: t t . . t : t 
t CYTOSINB : Cgtosine : 2-bydr0~y-6-e~~ino-dins : - : 
: t t : 
: t Cgtidins : 3#-D-ribofuranoside de cytosine : C y d o u C  
a I : : 
t : Acide cytiàylique : Cytidine -2'. 3' ou 5' - phosphate : Cyd-2' ,3*ouÇt-P, C-7t,310u5t - P : 
t f : : ou 2', 7 '0~5 ' -  CM? 

- 
1 a : : . : Roide d- cytidylique : d -  cytidine - 'jl - phosphate : ~-~jd-?*-z, 4 4 - 3 1 -  ou ~ ~ - C Z - C M P  : 
t t f : t 
t o Ribosyl - - cytoains 8 3 ou 5 - ribosyl . i& -cytosine . . - 8 





Les nucléotides qui entrent dans l a  constitution des AFN 

sont nombreux. Ils diffèrent essentiellement, d'une pcrt par l a  nature 

des bases hétérocycliques et ,  d'autre part, par l a  position des restes 

phosphoryles qui estérifient une des fonctions hydroxyles du ribose. Ces 

composés, par  l a  présence des foiictions acides l ibres  de l 'acide 

phosphorique peuvent s 'unir entr ' eux par des l iaisons phosphodie" t ers  

pour former des chaines nucléotidiques. 

La polymérisation des ribonucl éo tides conduit ainsi à l a  

formation du squelette primaire des AM. L a  présence de substituants 

hydroxyles e t  mines, en position 2 e t  6 des noyaux hétérocycliques des 

bases, sont susceptibles de provoquer, Le long de ces chaînes nucléoti- 

diques, l a  formation de liaisons intra-molécuidres de type ''pont 

hydrogène" qui déteminent Ia structure secondaire de ces molécules. 

Nous nous proposons de r é m e r  t rès  succintement l e s  données 

6lémentaW.e~ concernant l a  structure des ARN, 

III - STRUCTURE DES ACIDES RIBONITCLEIQUES. 

A - STRUCTURE PRIRAIRE : B X C H A I m N T  NIJCLEOTIDIQUE. 

LEVENE (33) en 1926 avzlt émis 1 'hypothèse que 1 'unité 

s t ructurde fondmentôle des BRLV é ta i t  un tétranucléotide constitué 

par l'union des quatres nucléotides "majeurs" c 'es t  à dire l e s  acides 

uridylique, cytidylique, guanylique e t  adéqylique, Ltmothèse  es t  

depuis longtemps abandonnée, m a i s  l e s  t rav~ux de LEVENE (37;) e t  ceux de 

EZETCHNm e t  coll. (34) avaient é t ~ b l i  que l e s  nucléotides étaient unis 

par des liaisons phosphodiester. Les fonctions sScooliques en 21, 3' 

e t  5' du ribose représentent t rois  points d'attache possibles des 

l i d s o n s  intemucléotidiques, Le mode dlwûon des nucléotides dans l e s  

BRW a été  établi grâce à 1 ' étude des mécanismes de 1 'hydrolyse chimique 

e t  de l'hydrolyse enzymatique des chaînes polynucléotidiques. 



1 - Hydrolyse chimique des polynucléotides. 

~~~M e t  SMITH (35) e t  BROWN e t  TODD (36 )  ont démontré l e  

mécanisme de l'Q,drolyse alcaline des AFtN. Des cinétiques d'hydrolyse des 

ARN par des solutions filuées de NaûH ou de potasse ont permis de cmac- 

tér iser  l e s  dérivés intermédiaires. En présence des aicalis,  il se forme 

dans un premier temps un t r ies ter ,  puis l'hydrolyse de l a  l iaison inter- 

nucléotique libère des nucléosides cycliques 21 - 3' diphosphates, 

instables en milieu alcaLin, L80uverture du cycle conduit au mélange des 

deux isomères a e t  b correspondant respectivement au nucléoside 3'- 

phos-phate (isomère a) e t  au nucléoside 2f-phosphate (isomère b), Ce 

mécanisme es t  schéaatisé dans l a  fi,we 4, Ces résultats pmet t a i en t  

de penser à ltex2stence de deux types de liaisons 2t-5' e t  3' - 5' 

phospho-diesters, Les résultats des hyd.mlyses e3izymaViques ont pe rds  

de lever ltambiguité. 

2 - mdrolyse enzymatique des polynucléotides. 

Les ribonucléases, corne leur  nom laindique, sont des 

anz3fmes susceptibles dlk@x'tilyser l e s  ARN. La plupart des m-barmcléases 

connues hydrolysent l e s  l iaisons phospho-diesters en 5' en libérant des 

3'-phosphates. Au contraire, l a  phosphodiestérase du venin de serpent 

coupe de façon spécifique en 3' l e s  liaisons phospho-diesters e t  l i bè re  

donc des nucléosides 51 phosphate. L'hydrolyse des ARN par ces enzymes 

fournit des nucléosides 31 e t  58-phosphate. On peut donc con?.ure que l a  

l iaison internucléotidique, dans les  ARN, es t  du type 3' - S 3  phospho- 

diester. Ce type de l ia ison es t  schématisé dans l a  figure 5. 

S i  l e  mode d'union entre l e s  nuciéotides es t  bien établi, 

l a  connaissance des séquences des nucléotides dans l e s  chaînes des 

ARN reste un problème t rès  ardu. La théorie des tétranucléotides a été 

totalement abandonnée, dès 1953, à l a  sui te  des travaux de VOLKLN e t  

COHN (37) qui isolèrent à part i r  dthydrolysats ribonucléasiques daARN, 

des tri-, tetra-  e t  pen'canucléotides renfermant plusieurs fo i s  l a  

même base. On considère maintenant que llench&nement des nucléotides 
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dans l e s  âR.N peut s'effectuer suivant n t impr te  quelle séqu8i1ce. L'étude 

des s6quaces nucléotidiques s ' effectue grâce à 1 ' application de techniques 

dtbydrolyse partielle e t  de fractionnement chromatographique que nous 

développerons dans l e  chapitre suivant. Les hydrolyses partielles 

(voir -page179) libèrent des oligonucléotides (di-, tri-, tetra- e t  

penta nucléotides) et des polynudéo tides (nombre de nucléotides 

supérieurs 2, cinq). On représente conventionnellement les chaînes nucl& 

tidiques, en désignant l e  nucléotide par l e s  l e t t r e s  A, G, C, U (pur 

l e s  acides adénylique, guanylique , cytidylique e t  uridylique), affectée 8 

de l a  l e t t r e  p à gauche pour l e s  l iaisons 5' phosphate e t  à droite 

pour l e s  liaisons 3' phosphate. Un t6trarïucléotide, en l iaison 3' - SI, 
se représentera donc de l a  façon suivante : Ap Ap Gp Up Cp quand l 'acide 

phosphorique teminal de C est  en position 3'. 

Les séquences nucléotidiques des .BRN restent inconrrues. La 

seule molécule dont l 1 e n c h ~ m e n t  a été totalemat élucidé e s t  ltARN 

soluble specifique de lt alanine, grâce aux remarquables travaux de 

HOLLEY e t  coll. (38). Nous détaillerons @us loin les  résultats e t  l e s  

techniques décrits par ces a u t m ( v o i r  page185 ). NOUS nous bornesons 

i c i  à f a i r e  ressort i r  l'énormité du t ravai l  qui reste  à accomplir dans 

ce domaine, en égard à la granàe diversité des molécules dtARN pdsen.tes.- 

dans l e s  cellules. 

1 - Les BRN diffèrent d'une classe à l 'autre, par leur  composition 

en nucléotides. C'est ainsi que l e s  ARN soluUes se caract4risent par 

leur richesse exceptionnelle en nucléotides mineurs. 

2 - Les BRN d'une mhe classe possèdent ~ x s i  général l a  même 

composition en nucléotides e t  ne diffèrent l e s  uns des autres que par 

llenchdhement des nucléotides. La mise en évidence d7ARN anomaux dans 

l e s  callules n6cessitera donc l'application de teahniques comparatives 

qui permettent de mettre en évidence : 1 - une variation de composition 

2 - llexistence de séquences 

nucléotidiques anornaies. 

Ce double problème fait l 'objet  de notre travail. 



STRUCTURE SECONDAIRE DES ARN 

Depuis les  travaux de WATSON e t  CRICK (Tg), un grand nombre 

d'expérimentations physiques ont été effectuées sur l e s  polynucléotides, 

pour préciser l e  mode d'association de ces derniers par l'intervention 

de liaisons "pont hydrogèneH. L'appariement des nucléotides s'effectue 

par l'intermédiaire des bases, selon des doublets nucléotidiques résultant 

de l a  formation de liaisons Itpont hydrogène" entre l e s  substituants en 

position 1 ,  2 e t  6 des bases puriques e t  pyrimidiques. Les deux seuls 

doublets nucléotidiques stables sont, comme dans l e  cas des ADN, l e s  

doublets G - C e t  A - U ; l a  figure 6 indique l e s  liaisons qui inter- 

dennent dans ces deux cas. La formation de dwbles chaînes n~cléotidiques 

dans l e s  ARN sera donc conditionnée à l a  présmce de séquences nucléo- 

tidiques complémentaires dans les  chaînes, 

Les AR! ne possèdant pas de séquences nucléotidiques complémen- 

ta i res  formeront des mokécules 63 chaîne simple (monocaténaire) : ce 

se ra i t  l e  cas des ARN messagers, dont l e s  caractéristiques physicochimiques 

correspondent à des ARN monocaténaires. 

Les ARN ribosonaux de haut poids moléculaire présentent des 

spectres de diffraction des rayons X qui semblent démontrer l'existence 

d'une structure partielle en double hélice, La figure 7-a i l l u s t r e  l e s  

conceptions actuelles concernant ces structures. 

Dans l e  cas des ARN solubles, l a  molécule, de faible poids nolécu- 

l a i r e  (25.000)~ es t  constituée de 80 nucléotides e t  l e s  caractéristiques 

physiques montrent l'existence de fragments bicaténaires. La figure 7-b 

montre l e s  schbas de structure actuellement adriiis pour cette molécule. 

Selon HOLLEY e t  coll. (40), l e  repliement de l a  chaîne nucléotidique 

serai t  provoqué par l a  présence de nucléotides llmineursfl s'opposant 

à l'appariement en doublets. On conçoit ainsi l e  r61e fondamental que 

jouent ces bases mineures dans l a  configuration spatiale de ces molécules. 

Il n'est pas d6raisonnable de penser à lf interventibn de ces composés 

mineurs dans l a  formation de molécules dtARN stériquement anormales, 
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Ces conceptions restent néanmoim très  hypothétiques e t  l'évo- 

lution des connaissances dans l e  domaine de l a  structure fine des ARN e s t  

conditionnée à l a  mise au point de méthodes d'extraction d'ARN pur e t  

d'analyse des séquences nucléotidiques de ces prodWts d'hydrolyse 

partielle. Avant d'aborder l a  revue générale de ces techniques, nous 

préciserons l e s  conceptions actuelles concernant l e  rôle de ces composés 

dans l a  ce1lÜi.e de façon à bLen s i tuer  lfinté&t; biologtque de notre 

expérimentation. 

RQLE BIOLOGIQUE DES ACIDES RIBûNüCLEIQUES. 

Les recherches de CASPERSSON e t  de BRBCl3lE (43) puis celles 

de nombreux auteurs, ont démontré l tquJil  existait une corrélation étroi te  

antre l a  teneur en ARN d'une cellule e t  son aptitude à synthétiser des 

protéinesn, Dy autre part "l ' intégrité de 1'ARN est ,  dans l e s  cellules 

vivantes, indispensable pour que l a  croissance, l ' ac t iv i té  mitotique, 

llincorporation des acides aminés dans l e s  protéines e t  l a  synthèse même 

de celles-ci puissent se ~roduire". C'est sur ces deux notions fondamen- 

t k l e s  que repose l a  démonstration que l e s  BRN &terviennent d'une part 

directement dans l a  biosynthèse des protéines e t  d'autre part, indirec- 

tement, dans l a  mitose, 

Les travaux concernant l e s  mécanismes de l a  biosynthèse 

protéique dans l a  cellule peuvent se résumer dans l e  schéma de l a  figure 8. 

Nous renvoyons pour l e  détail  aux t rès  nombreux ouvrages concernant cette 

question. Nous mus bornerons à fa i re  ressort i r  l es  points suivants : 

1 - Les ARN messagers se  "démoulentt1 sur l e s  ADN par un mécanisme de 

complémentarité moléculaire, faisant intervenir l e s  AM' polymérases. 

Ils possèdent des séquences nucléotidiques complémentaires des ADN 

g&niques, 

2 - L e s  .BRN messwers, passant dans l e  cytoplasme, se combinent aux 

ribosomes pour former des polysomes, siège de l a  synthèse protéique. 





3 - Les acides aminés,libres dans l e  cytoplasme,sont transférés vers 

l e s  polysomes par des AIN solubles, spécifiques de chacun d1eux. 

4 - Les protéines se synthétisent au niveau des ribosomes par l a  

f ixat ion des BRN solubles sur des t r i p l e t s  complémentaires de l l A R N  

messager, selon l e s  conditions d ' appariement des nwléo t ides  indiquées 

à l a  f igure 6. Le code ghé t ique  des ADN e s t  traduit sur l e s  ARN 

messagers sous forme de t r i p l e t s  nucléotidiques (codons). Lcs ARN 

solubles possèdent sur une boucle de l eur  molécule un t r i p l e t  nucldotidique 

complémentaire du codon (anticodon). La  séqucnce en aminoacides de l a  

protéine e s t  donc imposée par  ce l le  des codons de IIARN messager. Chaque 

ARN messager conduit a ins i  à l a  synthèse d'une protéine spécifique 

correspondant à un îragnent @nique. Ainsi apparaît l 'explication 

chimique de l'axiome "un gêne - un enzyme" qui avait  é té  6 tabl i  par 

BUTE2JAJIE (45). Eh outre, l e s  travaux de HENDLEEi (46) e t  de HüNTER e t  

GODSOW (47) suggèrent l 'existence d'un autre système protéosynthétique 

qui f e r a i t  intervenir l e s  membranes intracytoplasmiques e t  qui sera i t ,  

selon ces auteurs, beaucoup plus act i f  que l e  système po lysomes- 

ARN soluble, 

Les ARN interviennent donc directement dans l a  biosynthèse 

des protéines. De nombreux arguments expérimentaux pourraient &t re  

décr i ts  pour demontrer qu ' i l s  interviennent également dans l a  mitose, Nous 

nous bornerons à c i t e r  ceux qui sont l e s  plus sûrs e t  l e s  plus 

démonstratif si 

1 O) L a  vitesse d'échange des acides aminés dans l e s  protéines e s t  plus 

élevée dans l e s  t i ssus  qui sont l e  siège de synthèses actives  ableau au c). 
20) Les t i ssus  qui possèdent une ac t iv i t é  mitotique importante sont 

riches en BRN  ableau au D) . 
30) U existe un pardlél isme é t ro i t  entre l e s  mitoses, l a  teneur en 

AFiN e t  l a  synthèse des protéines (par exemple chez l e s  bactéries en phase 

logarithmique, dans l e s  t i ssus  en régénération), 

40) Les vitesses d' échange de l 'azote  protéique e t  du phosphore BRN 

sont plus grandes dans l e s  cellules des t issus qui sont l e  siège des 

mitoses actives. 



TABLEAU - C 
VITESSE * D'ECHEiIlGE DI3 L'ALQJINE: NcIRQUEE DANS LES PROTEINES 

(D IaprSs LM"IECNïK e t  coll.  voir  1IC)NTREUIL (48)) 

: Fraction non : 
: Foie : f o i e e n  : Foie : néoplasique : 

Ilépatome : de 1 'h6patome : : normal : régénération : foetal  : 

* en coups par minute. 

TENEUR EN ACIDE RIBONUCLEI(SUE * DE DIIFERENTS TISSUS 

DU RAT ET DE LA S(?URIS 
(DI après SCHNEIDER (49) ) 

. * 
Origine Tissu examiné : Teneur en ARN . . . . 

R& 

Souris 

Rein 
Hate 
Foie 
Pqc;62 - 
bluscle 
Coeur 
Cerveau 
Poumon 
Sarcome de Jensen --------- 
Poumon 
Tumeur du =son  
- m m - -  

t 

* exprimée en m g  de phosphore pour 100 g de t i s su  f ra is .  



5 0 )  La ribonucléase inhibe l e s  synthèses protéiques e t  m g t e  l e s  mitoses, 

6 0 )  La plupart des facteurs antimitotiques, qu'ils soient de nature 

physique (radiations ionisantes, rayonnement ultra-violet) ou chimique 

(moutardes azotées, antimétabolites nucléiques) sont des agents de 

dénaturation des acides nucléiques (pour plus de détails voir 

MONTREUIL ( 50)). 

Ainsi l e s  interrelations qui unissent l e s  ARN aux facteurs 

biologiques essentiels à l 'équilibre v i t a l  de l a  cellule (hér6dité e t  

mitose) suffisent à faire  ressortir  l'importance des travaux concernant 

l e s  M. Dans notre cas particlrlier, cet exposé succinct démontre que 

1' hypothèse du cancer, maladie des ARN, permet d ' envisager une explication 

du phénomène néoplasique. 

La structure des ARN détermine leur activité biologique dans 

l a  biosynthèse des protéines spéfifiques e t  dans l 'équilibre des mitoses, 

L'intervention de molécules dtUN anormaux pourrait vaiablement déclencher 

une hyperactivité mitotique. Etant donné l'hétérogénéité extrême de cet te  

classe de composés e t  l e s  problèmes posés par leur  étude chimique, 

l ' identification de composés anomaux dans l e s  t issus cancéreux ne 

pouvait ê t re  abordée que sous un angle comparatif, Cette orientation 

nécessitait l a  recherche de méthodes fines e t  rigoureusement reproductibles 

d extraction e t  d' analyse de ces composés. 

Avant d'exposer nos résultats personnels, nous présenterons une 

revue générale des techniques d'étude physicochimique des A.R.N. 



LES IVETHODES D'EiTUDE PHYSICOCHIMIQUE 

DES ACIDES RIBOhTCLEIQUES 

Le problème de l ' ident i f icat ion d'UN anomaux dans l e s  tissus 

néoplasiques impose, dès 1 ' abord, de rechercher parmi 1 'ensemble des 

techniques proposées - 1) l e s  méthodes qui fournissent des préparations 

pures d > ARN (probléme de 1 ' extraction) 

e t  - 2) l e s  procédés dlanelyse de l a  composition e t  de 

l a  structure primere de ces molécules d'autre part  (problème de l a  

recherche de nucléotides anormaux e t  de séquences nucléotidiques 

anormales). Nous avons donc entrepris d'effectuer une mise au point des 

méthodes d'extraction e t  d 'étudede 14 c ~ o w  it ion, avant d1  aborder 

notre expérimentation. 

1 - LES YIETHODES D'EXTRACTION DES ACIDES HIBONUCLEIQUES 

Comme nous l'avons vu  page-6 , Les eRN se    rés entent dans les 

cellules socs deux formes essentielles : so i t  l ibres ,  so i t  combinés à des 

protéines. D a n s  l e s  ribonucléoprotéines, l e  reste protéique n 'es t  pas l i 6  

à 1 'ARN par des liaisons covdentes. L'union de l a  protéine avec l e  

groupement prosthétique s 1 effectue par 1 intervention de forces de Coulomb 

entre ions de charges opposées, entre dipôles ou par l iaison hydrogène. 

Ces l iaisons ne sont pas spécifiques e t  provoquent l e  plus souvent l a  

formation spontanée de complexes ARN - protéines dans des conditions 

d'ionisation appropriées. Dans ce cas, il es t  évidefit que ce t te  l iaison 

entre l e s  ARN e t  l e s  protéines peut intervenir au cours de l 'extraction 

m&me s i  l Y B T W  préexiste à 1 'é tat  l i b r e  dans l a  cellule. Un des principes 

de base des méthodes d'extraction dlARN pur sera donc l a  dissociation du 

complexe IlRN - protéine. 
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