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4 N mélange des quatre ribonucléotides (&, C, G et U)

P phosphore nucléotidique
Pi phosphore minéral
¢(P) absorb_ance molaire & 260 mn par atome gramme

de phosphore et par litre

= (P) somne de l'absorh.ance & 260 mu des nucléotides,
exprimée en milligrammes de phosphore et corrigée
en fonction de la composition centésimale

RNase ribonucléase pancréatique(ribonucléase I)

S constant de sédimentation (unité Svedberg)

SDS sodium dodécyl-sulfate

T thymine

TE4E~cellulose triéthylaminoéthyl-cellulose

t/mn tours par minute (r, p. m, )

tris 2 - amino - 2 (hydroxyméthyl) propane =1, 3- diol ou

Tris (hydros méthyl) - amino - méthane

U mélange de 1l'uracile 2'- et 3'= phosphates (¥)

YU 5—ribosyluracile ou acide pseudouridyligue

U.V. lumiére vwltra-violette

£ absorb_ance molaire d'une solution de nucléotide
Bentonite acide aluminosilicique: A1203’(3102)4 , 2H,0.
Dupanci SDS, acide l-dodecane sulfonique : CHB(CH2)11803H.

(*) : dans le cas des hydrolysats ribonucléasiques, il s'agit

uniguement du nucléoside 3’~ phosphate,



I NTRODUTCTTION

Nos recherches s'inscrivent dans le cadre des travaux qui
se poursuivent, depuis plusieurs amnées, & 1'Institut de Recherches sur
le Cancer de Lille, sur la physicochimie des acides ribonucléiques, Les
biochimistes cancérologues s'attachent, depuis de longues amnédes mainte-
nant, & préciser les causes premieres du déclenchement de l'activité
mitotique anarchique qui est la grande caractéristique biologique des
cellules cancéreuses,

Fn 1930, WARBURG et coll, (1) formulaient 1'hypothése selon
laquelle les tissus cancéreux présentaient une glycolyse plus importante
que les tissus normaux ; ils affirmaient, en 1955, que ces propriétés
particuliéres étaient dues & une lésion irréversible, caractéristique de
11état cancéreux. Cette opinion déclencha une somme considérable de
recherches sur le métabolisme énergétique des tissus cancéreux, Ces
travaux ont permis d'infirmer la théorie de WARBURG ; il semble que la
respiration et la glycolyse sont étroitement lides & 1l'environnement
cellulaire et leur augmentation chez les cellules cancéreuses ne sont pas
dues & une variation irréversible du métabolisme énergdtique ; elles ne
sont qu'une conséquence de 1l'hyperactivité mitotique., La fréquence des
mitoses nécessite une plus grande quantité d!énergie nécessaire aux
synthéses qui les déclenchent, Les traveux entrepris depuis plus de
15 années sur la biochimie de la mitose ont permis de démontrer une
relation étroite entre la division cellulaire et la biosynthése
protéique, Toutes les cellules qui se divisent activement, et les
cellules cancéreuses en particulier, présentent une activation trés
nette de leurs synthéses protéiques. La Biologie moléculaire a

établi les relations cytoplasmiques qui unissent les protéines

-t -



aux acides nucléiques ; elles peuvent se ramener au schéma, maintenant

traditionnel,
ADN ~————2> ARN -———> Protéines ——> Mitoses.

La synthése des protéines spécifiques est dirigée par les ARN
(synthétisés au niveau des ADN), en faisant intervenir un mécanisme de

complémentarité moléculaire que nous préciserons plus loin. En outre les
réactions de synthése sont contrdlées par un processus de régulation
enzymatique, encore mal connu. On envisage actuellement deux hypothéses
pour expliquer la cancérisation : le processus mitotique anarchique serait
déclenché 1) par un trouble du mécanisme de régulation des synthéses de
protéines, ou bien 2) par 1l'apparition de protéines anormales synthétisées
par suite de la présence de molécules d'ARN anormales, d'origine endoggne
(mutation) ou exogegne (virus).

Notre travail, qui se limite aux cas des ARN, constitue une
tentative de démonstration chimique de la deuxigme hypothése. Nous avons
cherché a caractériser, dans les cellules cancéreuses, des ARN anormaux.
Etant donné les difficultés expérimentales qui se posent, noms avons
abordé cette question en nous limitant & deux points particuliers :

1) mettre en évidence la présence de composés nucléotidiques anormaux
dans les ARN d'origine cancéreuse.

2) caractériser des séquences nucléotidiques anormales, provenant d'une
simple différence de structure de ces composés. Ces deux orientations,
nous ont imposé la recherche de méthodes d'étude trés sensibles et
rigoureusement standardisdes pour permettre une étude comparative valable

entre les ARN normaux et cancéreux de m@me origine.

Avant de décrire les résultats de nos travaux nous exposerons
tres succintement :

I - Les généralités sur les ARN, concernant principalement leurs

caractéristiques physicochimiques actuellement connues (composition et

structure) et leur rdle.



II ~ Les méthodes d'étude des ARN, en particulier

4 ~ Les procédés dlextraction des ARN

B = Les techniques de détermination de leur composition

Nos recherches persomnelles ont poursuivi essentiellement

un but comparatif., Nous décrirons ainsi ¢

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

normal, Ce travail nous a conduit & préciser les conditions d!extraction
applicables aux études de composition d'une part, et aux études de

structure d'autre part.

N

IT - Les applications de ces techniques & 1'étude comparative :

- des ARN des fractions cytoplasmiques
~ des ARN normaux et cancéreux (foie normal et hépatome

ascitique).

"Nous consacrerons une troisiéme 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,"

- - S o o oy 7 Sy S o
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LES ACIDES RIBONUCLEIQUES

I = Répartition et Btat moléculaire.

II = Composition chimique .

III - Structure.

IV -~ Roles biologiques essentiels.

g LES METHODES D'ETUDE PHYSICOCHIMIQUE DES ARN

I = Extraction des ARN tissulaires .

IT - Détexrmination de la composition nucléotidique.



LES ACIDES RIBONUCLEIQUES

e 2

e T AT T

En 1871 MIESCHEER * (2) isola des cellules de pus et des
spermatozoides de saumon, un composé phosphoré qu'il appela nucléine
et dans lequel il mit en évidence deux constituants : une protéine
basique et un composé phosphoré acide., ALTMANYN (3) propos d'appeler
acide nucléique le groupe phosphoré acide qu'il réussit & isoler et &
purifier, KOSSEL (4), en 1891, mit en évidence deux acides nucléiques
1'un, isolé de la levure, fut appelé acide zymonucléique et 1'autre,
extrait du thymus, acide thymonucléique, Enfin LEVENE (5) identifia

respectivement dans leurs produits d'hydrolyse du ribose et du

desoxyribose : on les appela donc acide ribonucléique (ARN) et

acide desoxyribonucléique (ADN),

Les acides nucléiques sont des constituants constants de la
matiére vivante, Ils coexistent dans toutes les cellules vivantes,
animales et végétales (HAMMARSTEN (6), CASPERSSON (7), BRACHET (8)).
Les ADN se localisent essentiellement dans les noyaux cellulaires ;
combinés & des protéines basiques (Protamines et histones) ils
constituent les génes au niveau des chromosomes ; en outre la présence
d'ADN a été soupconnée récemment au niveau des mitochondries,

Les ARN se répartissent dans toute la cellule ; ils existent, soit

sous forme libre, soit combinés & des protéines ; ils présentent une
grande diversité moléculaire et possédent des r8les importants dans

la vie de la cellule, Nous limiterons volontairement notre exposé

au eas des ARN seuls, en nous bornant & signaler par comparaison certai-
nes caractéristiques particulidres des ADN, quand nous le jugerons

nécessaire,
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I - REPARTITION ETAT MOLECULATRE

Le développement des méthodes de fractiomnement cellulaire
a permis de caractériser et de localiser dans la cellule plusieurs
classes d'ARN qui différent & la fois par leur état moléculaire et leur
r8le,

Les ARN existent soit libres, soit sous forme de ribonucléo-
potéines ; leurs poids moléculaires sont trés variables selon leur étatb.
Les différentes classes A'ARN actuellement connues se répartissent
dens les 4 fractions cellulaires essentielles : noyau, mitochondries,

ribosomes, solution cytoplasmique,

& -~ ARN NUCLEATRES

L'étude des ARN mucléaires a été effectude & partir des
noyaux isolés obtenus par centrifugation différentielle, On a caractérisé
essentiellement deux types différents d'ARN dans le noyau : des
ribonucléoprotéines qui se localisent essentiellement dans le nucléole
et dont on extrait des ARN qui présentent des constantes de sédimenta~
tion variables (ARN nucléolaires) et des ARN non combinés & des protéines
qui existent sous forme libre (4RN messagers).

Les travaux récents de PERRY (9), SCHERRER et coll, (I0),
HENSHAW et coll, (11), NOLL (12), ont permis de caractériser, dans le
noyau, des ARN dont les constarites de sédimentation sont respectivement
de 45s, 358, 28 sy 18 5, et 8 & 16 s, ce qui correspond & des poids
moléulaites respectifs dtenviron 1,7 o 10° , 1,5 , 10°%, 1,3 . 100, et
0,3 4 0,5 . 10° » L1étude des compositions chimiques et de ll'activité
métabolique de ces molécules permet dz distinguer deux groupes

différents d'ARN :



i,

~ Leg ARN "nucléolaires" correspondent aux fraction 35 s , 28 s , et

18 s 3;ils possédent une composition identique aux ARN des ribosomes et
leur vitesse de marquage par les radiophosphates est faible, Ces ARN,
selon NOLL (13), sont combinés & des protéines et constituent les précur-

seurs des ribosomes cytoplasmiques.

- Les ARN messaggggkcorrespondent aux fractions 45 s et 8 & 16 s,

Leur composition est voisine de celle des ADN ; ils possedent une vitesse
de renouvellement extrémement rapide et une demi ~ vie bréve (1 & 3 h.
chez les cellules animales). La fraction d!'ARN 45 s. serait, selon
HENSHAW et coll, (14),une molécule mixte, précurseur & la fois des ARN
messagers 8 & 16 s, et des ARN ribosomaux. Les ARN messagers existent
sous forme libre et sont spontandment diffusibles du noyau (DEFERT~KOBUS
et coll., (15)). Ils s'associent dans le cytoplasme avec les ribosomes

pour former les polysomes, actifs dans la synthése protéique.

B -~ ARN DES MITOCHONDRIES

BONNER (16) et BATES et coll, (17) ont suggéré en 1958, la
présence A'ARN dans les mitochondries et les chloroplastes, Depuis ces
travaux, on a toujours caractérisé des ARN dans les mitochondries. Leur
état moléculaire n'a pas été étudié en détail et on ignore encore
actuellement s'ils existent libres ou combinés & des protéines, En outre
la localisation intramitochondriale de ces ARN n'a pas encore été claire-
ment démontrée et on ne peut rejeter, a priori, l'existence d‘une conta~
mination ribosomale persistante des préparations de mitochondries étudiées.,
Les ARN de la fraction mitochondriale présentent toutes les caractéristiques
physicochimiques et métaboliques des ARN ribosomaux (composition nucléo-

tidique et activité métabolique identiques).

. % Voir la revue générale récente:SINGER et LEDER (1l4-bis).



C - ARN RIBOSOMAUX

Le sous-fractionnement de la "fraction microsome" de CLAUDE
(18) * permet d'isoler une fraction ribosomale , exempte de membranes
cytoplasmiques lipoprotéidiques. Cette fraction ribonucléo-protéique,
soumise a une ultracentrifugation en gradient de saccharose, pour des

concentrations de MgCl, variant de 0,5 & 4 M, permet de caractériser

2
des fractions dont les constantes de sédimentation sont les suivantes
180 a 120 s., 70 2 80 s. et 30 s.. Les proportions de ces différentes
fractions varient en fonction de la concentration en ions Mg++ . Les
fractions 180 a 120 s. majeures pour une concentration de 4 mM en MgClz,
correspondent aux polysomes (ou ergosomes) qui résultent de l'association
d'ARN messager et de ribonucléoprotéines 70 a 80 s.. La fraction 70 a
80 s. correspond aux ribosomes libres et les fractions 50 et 30 s., qui
deviennent majeures pour une concentration en MgCl2 inférieure a 0,5 ml,
correspondent a2 des sous-unités ribonucléoprotéiques. La déprotéinisation
des particules 70 & 80 s., 50 s. et 30 s. permet d'isoler des fractions
d'ARN purs, qui correspondent aux ARN ribosomaux.

L'organisation moléculaire des ribosomes est résumée dans
la figure 1 et les caractéristiques physicochimiques des ARN ribosomaux

sont les suivantes (voir les revues générales de SPIRIN (19) et de

PETERMAN (20))

1 - Les ARN ribosomaux n'existent pas libres ; ils sont toujours combinés

aux protéines (64 p.100 d'ARN - 356 p.1l00 de protéines).

2 - 11 s'agit d'ARN de haut poids moléculaire, de deux types différents
ARN 18 s, (PM : 0,6 . 106) et ARN 28 s. (PM : 1,3 . 10°¢ formant respec-
tivement les sous unités ribonucléoprotéiques 30 s. et 50 s.

(HALL et DOTY (21)).

(%) La fraction '"microsome'", obtenue par une centrifugation de 90 mn

a4 50 000 g du surnageant débarrassé des noyaux et des mitochondries, est
un mélange de ribosomes libres (grains de PALLADE), de fragments de mem-~
branes lipoprotéidiques (SMOOTH), et de fragments de complexes ribosomes -

membranes (ergatoplasme-fraction "rough').
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% = Les ribosomes libres 70 & 80 s, résultent de 1lassociation des

ribonucléoprotéides 30 s, et 50 s. Cette association est lide & lu concens

tration en ions magnésium du milieu,

D - ARV DE L4 SOLUTION CYTOPLASMIQUE (ARN solubles)

Les ARN de la solution cytoplasmique sont des ARN micromo-
léculaires, solubles dans le chlorure de sodium 1 M (OTAKA et coll, (23),
SMITH (24)). On les isole par précipitation & pH =% du surnageant
cytoplasmique suivie d'une déprotéinisation (ARN pH = 5 de HOAGLAND (25)),
Ils existent libres dans la solution cytoplasmique, non combinés & des’
protéides, et ils semblent &tre identiques pour toutes les espéces
(CANTONI et coll, (26)). On les a caractérisé également dans le "suc"
mucléaire (nucléoplasme), Leurs caractéristiques physicochimiques sont
les suivantes (revues générales de SPIRIN (27) et de BROWN (28)), @

1 =-I1s possédent une constante de sédimentation de 4 s, et un poids

moléculaire de 25,000 & 1,000, Ils résultent de 1'association de 80
. U

nucléotides et leur molécule posséde une longéur de 100 & ,

2 - Les RN solubles (ou ARN pH = 5) possddent la propriété de se lier

4 des acides aminés, par une réaction d'estérification enzymatique

faisant intervenir des amingfylsynthétases (HOACLAND (29), BERG et

eoll, (30), ZAMECNIK et coll, (31)). Chaque acide emind possdde au

moing un ARN soluble spécifique ; ces ARN sont responsables du transfert

des acides aminés de la solution cytoplasmique vers les ribosomes

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

permet de faire ressortir dés maintenant la grande hétérogénéité de cette

classe de constituants,

1)les ARY se répartissent dens toute la cellule;

2)chaque fraction cellulaire possede des ARN particuliers;

3)ils existent soit libres, soit combinés & des protéines. Un certain

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

1llexistence de complexes nucléotides-lipides ou ARN-lipides,
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4) Teur état moléculaire est trés variable: 4 s, pour 1'ARN soluble,
16 et 28 g, pour les ARN ribosomaux, 8 & 45 s, pour 1'ARN messager,

Chaque classe d*ARN posséde, dans la cellule, une fonction
trés précise, qui est étroitement 1iée & sa structure., Avent de préciser
ces différents r8les biologiques, nous nous proposons de résumer la

composition chimique et la structure de ces différents composés,

IT -~ COMPOSITION CHIMIQUE

Les acides ribonucléiques sont des polyméres résultant de
1ltencheinement d'unités plus simples, L'hydrolyse alcaline (par la soude
ou la potasse) libére des unités constitudes d'une base hétérocyclique,
de rivose et d'acide phosphorique : ce sont les nucléotides, L'hydrolyse
totale libére les constituants élémentaires : acide phosphorique, ribose
et quatre bases azotées majeures, auxquelles s'ajoute, selon les cag, une
proportion faible de bases azotdes hétérocycliques particuliéres (bases

mineures).

4 -~ LES PRODUITS D'HYDROLYSE TOTALE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES

1 = Ltacide phosphorigue

L'acide phosphorique constituant les ARN est 1l'acide
orthophosphorique., Toutefois des complexes d'ARN et de poly - et
métaphosphates ont été isolés de la levure par EBEL et coll, (32).

2 = Le ribose

Les ARN des cellules animales renferment exclusivement le
D-ribofurannose, On numérote conventionnellement les carbones de 1! & 5!

en partant du groupement semi-acétaligue,
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3 - Les bases agotées hétérocycligques.

Les bases appartiennent & deux séries hétérocycliques purique

et pyrimidique dont les squelettes sont indiqués ci-dessous,

P O

0N SN
1“{ 5 1 Is 1?7
C

I
C C
2 4 2 4 8
- \% Ny \%‘9/

Série~ pyrimidique. Série-purique

Les positions 2 et 6 des noyaux sont préférentiellement
substitudes par des fonctions hydroxyles ou amines, On obtient, dans les
deux séries, deux bases majeures et des dérivés de substitution plus
complexes, qui existent en proportion minime dans les 4RN, que l'on
appelle, pour cette raison, les "bases mineures", Les formules de cesg

dérivés sont indiquées dans la figure 2,

Dans les ARN totaux des cellules animales on trouve en
général 50 % de chacune des deux bases purique et pyrimidique. Les bases
mineures y sont présentes & 1'état de traces, Toutefois les ARN solubles
par exemple en renferment des quantités non négligeables, La mise au point
de procédés de séparation et de dosage de ces composés devient une
nécessité absolue, On ne peut exclure & priori 1'idée que des ARN anormaux.,
présents dans les tissus cancéreux, n'en soient particulidrement riches
‘et les premiers résultats ascquis dans ce domaine sont en faveur de cette

hypothése (Tableau 4).
B - LES PRODUITS D'HYDROLYSE PARTIELLE

L'hydrolyse chimique ou enzymatique des ARN conduit & des
produits d'association des bases et du ribose qui sont les ribonucléosides

et & des esters phosphoriques de ces derniers qui sont les ribonucléotides,
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TABLEAU - A

*
TENEUR ~ APPROXIMATIVE EN CERTATNES BASES PURIQUES METHYLEES DANS LES ACIDES
RIBONUCLEIQUES DES FRACTIONS CELIULAIRES DE FOIE DE SOURIS ET DE TUMEUR
(Drapres ALLEN (136))

: PFractions s 2-Méthyl- : 6-Méthyl- : 6-Diméthyl- : 1-Méthyl- : 2-Méthylamino~ : 2-Diméthylamino-
: cellulaires :  eadénine : aminopurine : aminopurine : gusznine ¢ 6-hydroxypurine : 6-hydroxypurine
¢ Tumeur : pas : H : H :

: Mitochondries ¢ déterminé @ - : - : 0,24 : 0,78 : 0,10

: Foie : : : : : :

: Mitochondries H - H - : - H 0,10 H 0,57 : 0,10

: Tumeur : H s : : :

:  Microsomes : 0,10 : 0,10 : 0,10 : 0,14 : 0,82 H 0,10

¢ Foie : : : : H :

¢ Microsomes : 0,10 : 0,10 : 0,10 : 0,08 : 0,60 : 0,10

¢ Tumeur : H : : H . :

¢ Fraction soluble : 0,10 s 4,20 : 1,16 : 1,03 : 12,40 : 3,20

¢ Foie : H : : : H

: : 0,10 : 0,78 : 0,55 : 0,86 : 5,20 : 1,36

F ion soluble
N
-/

* Toutes les valeurs sont en moles pour 100 moles d'Uracile,

P8 86 8¢ 24 88 b 20 48 €% S0 qe EE g S5 E4 S GB S5 D B BF &% K HE 98 56 86 o
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1 - Les ribonucléosides

Les nucléosides ne sont pas réducteurs : la fonction semi-
acétalique du ribose est engagée dans une liaison glucosidique avec la
base, La labilité particulidre de celle-ci laisse supposer qu'elle se
fait par 1'intermédiaire d'un atome d'azote., Les études structurales
ont permis d'établir qu'il s'agit de N-B-ribofurannosides ; les nucléo-
sides puriques .sont des NeO~ribosides et les nucléosides pyrimyéﬁes des
N-3-ribosides, Ils absorbent la lumiére ultraviolette, comme les bases
correspondantes, et possédent des maxkma et des minima 4!abso rption carac—
téristiques, Ces propriétés sont mises & profit dans les méthodes
dtidentification et de dosage de ces composés, Les ribonucléosides sont
stables en milieu basique et leur stabilité en milieu acide dépend de la
nature de la base hétérocyclique : les ribonucléosides puriques sont
facilement hydrolysés par les agides dilués (SO4H2 1 § - 1 heure & 1OO°C),
mais les ribonucléosides pwrimq&ues résistent énergiquement & 1'hydrolyse
acide, Les ribonucléosides sont obtenus par déphosphorylation des nucléd—

tides correspondants, par voie chimique ou enzymatique.

2 -« Les ribonucléotides

1'hydrolyse chimique (par la soude ou la potasse) ou
enzymatique (par des phospho-diesterases) des ARN conduit aux ribonucléo-
tides, association d'une base, de ribose et dlacide phosphorique, Il

existe un grand nombre dtisomeéres ¢ isoméres de position du reste

phosphoryle sur le ribose ; isomeres cycliques, provenant de la présence
dtun ou plusieurs restes “phosphoryle", Les régles de nomenclature sont
les suivantes 3

a) Les nucléotides contenant le ribose sont les ribonucléotides (ou
ribotides). Ceux qui contiennent le desoxyrihose seront les desoxyri-
bonucléotides (ou desoxyribotides).

b) Ils seront puriques ou pyrimidiques.

c) Ils seront appelés nucléosides phosphates ou nucléosides -
polyphosphates selon le nombre de restes "phosphoryle" ; on précisera,

dans ce cas, la position du ou des restes phosphoryles sur le pentose
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en utilisant la numérotation en chiffres affectés du signe Yprime", que
nous avons précisé précédemment., On distinguera ainsi, dans le cas des
ARN

a = les ribosides 2' et 3' phosphates (fig,3a et %b),

b - les ribosides 5! phosphetes (fig, 3c),

¢ ~ les ribosides 2! ~ 3! phosphates (fig, 3d),

d - les nucléosides = diphosphates (fig. 3e).
Le tableau B résume la nomenclature, la composition et les abaréviations
concernant les principaux nucléotides rencontrés dans les hydrolysats
d'ARN, Une remarque s'impose pour un nucléotide particulier : 1'acide
pseudo=uridylique, La liaison du ribose et de l'uracile est de type
C = C,,en position 5 du noyau hétérocyclique : il ne s'agit plus d'un
N~-3 ribotide mais d'un C-5 ribotide, Il s'ajoute aux nucléotides mineurs
qui résultent de l'association des bases mineures du ribose et de ltacide
phosphorique, L'acide pseudo-uridylique (W-U ) est un constituant des
ARN solubles qui en renferment, selon les cas, de 5 & 25 résidus pour
100 résidus dlacide uridylique,

Les nucléotides nommaux et mineurs, actuellement conmus,
sont rassemblég dans le tableau B,

Les nmucléotides, comme les nucléosides et les bases,
absorbent la lumiére ultraviolette et possédent des spectres d!absorp—
tion caractéristiques. Ils sont solubles dans l'eau, les solutions alcalines
et les acides dilués (¥), Ce sont des acides forts. Ils se déphosphorylent
sous ltaction de 1'ammoniague concentré & I0 % (180° - 3 H) ou de la
pyridine & 50 % pendant 5 jours, ou encore sous llaction de certaines

nucléotidases (voir page 70 ).

(*) L'acide gu-anylique est difficilement soluble dens 1'esu, dans les

solutions ammoniacales et dans 1l'acide chlorhydrique 0,01 N,
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TABIEAU ~ B

NOMENCLATURE TES PRINCIPAUX TERIVES PURIQUES ET PYRIMIDIQUES

Nature de

. *
1a base NOMENCLATURE NOM=NCLATURE ABREVIATION
URACILE Uracile 2,6-dihydroxypyrimidine -

Uridine 3-p-D-ribofurancside de 1l'uracile Urd ou U

Acide Uridylique Uridine - 2',3* ou 5' -~ phosphate Uxd - 2!, 3' ou 5 - P,
U =2 3" ou5' P ou

2'y, 3% ou 5! - UMP

“e Jou 46 00 00 05 00 5 G0 W *e 00 60 G0 20 eo[en S0 we e

Pseudouridine 5 = ribosyl-uracile yd ou Y

Diribosyluradile 34 5 = diribosyluracile -

Acide dihydrouridylique 5, 6 = dihydro -~ 3 - ribosyluracile -
5 = méthyl ~ 2, 6 - dihydroxypyrimidine

Thymine ou 5 - méthyluracile s -

Thymidine 3-p-D-ribofurancside de S-méthyluracile: T™hd ou T

Acide (ribo) thymidylique (ribo)thymidine-2',3' ou 5'-phosphate : Thd-2',3' ou 5'-P, T-2',3' ou 5'P

ou 2', 3! ou 57 ~ TP
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CYTOSINE : Cytosine
Cytidine

Acide cytidylique

2-hydroxy-6-sminoprrimidine
3-f-D-ribofursnoside de cytosine Cyd ou ¢

Cyd—?',3'ou5'-:_¥_’, C-2',3'0u5' - P
ou 2', 3'ouk'! -~ CMP

Cytidine -2', 3* ou 5' - phosphate

Acide A~ cytidylique d - cytidine ~ 3' - phosphate A~Cyd=3*-P, A~C-3"'-P ou 3'-&-CMP
Ribosyl ~ iso - cytosine

Méthylcytosine

3 ou 5 - ribosyl.iso-cytosine

5 = méthyl - 2,6 - dihydroxypyrimidine 5 - mé.cytosine
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Les nucléotides qui entrent dans la constitution des ARN
sont nombreux, Ils différent essentiellement, d'une part par la nature
des bases hétérocycliques et, d'autre part, par la position des restes
phosphoryles qui estérifient une des fonctions hydroxyles du ribose, Ces
composés, par la présence des fonctions acides libres de l'acide
phosphorique peuvent stunir entr'eux par des liaisons phosphodiesters
pour former des chaines nucléotidiques,

La polymérisation des ribonucléotides conduit ainsi a la
formation du squelette primeire des ARN. La présence de substituants
hydroxyles et amines, en position 2 et 6 des noyaux hétérocycliques des
_ bases, sont susceptibles de provoquer, le long de ces chalnes nucléoti-
diques, la formation de liasisons intra-moléculaires de type "pont

hydrogéne" qui déterminent la structure secondaire de ces molécules,

Nous nous proposons de résumer trés succintement les données

élémentaires concernant la structure des ARN,

ITI -~ STRUCTURE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES.

A - STRUCTURE PRIMATIRE : ENCHATNEMENT NUCLEOTIDIQUE.

LEVENE (33) en 1926 avait émis 1'hypothdse que 1'unité
structurale fondamentale des ARN était un tétranucléotide constitué
par l'union des quatres nucléotides "majeurs! clest & dire les acides
uridylique, cytidylique, guanylique et adénylique, L'hypothése est
depuis longtemps abandonnée, mais les travaux de LEVENE (33) et ceux de
FLETCHNER et coll, (34) avaient établi que les nucléotides étaient unis
par des liaisons phosphodiester, Les fonctions alcooliques en 2!, 3!
et 5! du ribose représentent trois points d!attache possibles des
liaisons internucléotidiques, Le mode d'union des nucléotides dens les

ARN a été établi grfice & 1'étude des mécanismes de 1'hydrolyse chimique
et de 1l'hydrolyse enzymatique des chaines polynucléotidiques,



1 - Hydrolyse chimigque des polynucléotides,

MARKHAM et SMITH (35) et BROWN et TOID (36) ont démontré le
mécanisme de l'hydrolyse alcaline des ARN. Des cinétiques d'hydrolyse des
ARN par des solutions Jfiluées de NaOH ou de potasse ont permis de carac—
tériser les dérivés intermédiaires, En présence des alcalis, il se forme
dans un premier temps un triester, puis l'hydrolyse de la liaison inter-
mucléotique libere des nucléosides cycliques 21 - 3' diphosphates,
ingtables en milieu alcalin., L'ouverture du cycle conduit au mélange des
deux isoméres a et b correspondant respectivement au nucléoside 3!'-
phos_phate (isomdre a) et au nucléoside 2'=phosphate (isomdre b), Ce
mécanisme est schématisé dans la figure 4., Ces résultats permettaient
de penser & llexistence de deux types de liaisons 215! of 3t - 5!
phospho-diesters, Les résultats des hydrolyses enzymatiques ont permis
de lever l!'ambiguité,

2 = Hydrolyse enzymatique des polymacléotides.

Les ribonucléases, comme leur nom l!'indique, sont des
enzymes susceptibles d'hydrelyser les ARN, La plupart des ribonucléases
connuies hydrolysent les liaisons phospho-diesters en 5' en libérant des
31-phosphates. Au contraire, la phosphodiestérase du venin de serpent
coupe de fagon spécifique en 3' les lialsons phospho-diesters et libere
donec des nucléosides 5! phosphate. Lt'hydrolyse des ARN par ces enzymes
fournit des nucléosides %' et 5!'-phosphate, On peut donc connlure que la
liaison internucléotidique, dans les ARN, est du type 3' - 5! phospho-

diester, Ce type de liaison est schématisé dans la figure 5,

S1 le mode d'union entre les nucléotides est bien établi,
la conneissance des séquences des nucléotides dans les chalnes des
ARN reste un probléme trés ardu, La théorie des tétranucléotides a été
totalement abandonnée, dés 1953, & la suite des travaux de VOLKIN et
COHN (37) qui isoldrent & partir d*hydrolysats ribonucléasiques d'ARN,
des tri-, tetra- et pentanucléotides renfermant piusieurs fois la

m8me base, On consid®re maintenant que 1'enchatnement des nucléotides
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dans les ARN peut s'effectuer suivant n'importe quelle séquence, L!étude
des séquences nucléotidiques s'effectue gréice & llapplication de techniques
d'hydrolyse partielle et de fractionnement chromatographique que nous
développerons dans le chapitre suivant., Les hydrolyses partielles

(voir pagel79) libérent des oligomucléotides (di-, tri~, tetra- et

penta nucléotides) et des polymucléotides (nombre de nucléotides
supérieurs & cing). On représente conventionnsllement les chaines nucléo—
tidiques, en désignant le nucléotide par les lettres 4, G, C, U (pour

les acides adénylique, guanylique, cytidylique et uridylique), affectées
de la lettre p & gauche pour les liaisons 5! phosphate et & droite

pour les liaisons 3' phosphate, Un tétranucléotide, en liaison 3! - 57,

se représentera donc de la facon suivante : Ap Ap Gp Up Cp quand ltacide
phosphorique teminal de C est en position 3!,

Les séquences nucléotidiques des ARN restent inconmues, La
seule molécule dont 1l'enchainement a été totalement élucidé est 1'ARN
soluble spdcifique de ltalanine, grace aux remarquables travaux de
HOLLEY et coll. (38). Nous détaillerons plus loin les résultats et les
techniques décrits par ces auteurs(voir pagel85 ). Nous nous bornerons
ici & faire ressortir 1l'énormité du travail qui reste & accomplir dans
ce domaine, en égard & la grande diversité des molécules d'ARN présentes .-
dans les cellules,

1 « Les ARN différent d'une classe & l'autre, par leur composition
en nucléotides, Clest ainsi que les ARN solubles se caeractérisent par
leur richesse exceptiomnelle en nucléotides mineurs,

' 2 = Les ARN d'une m@me classe possédent en général la méme
composition en nucléotides et ne différent les uns des autres que par
1'enchainement des nucléotides, La mise en évidence d’ARN anormaux dans
les cellules nécessitera donc 1'application de techniques comparatives
qui permettent de mettre en évidence : 1 -~ une variation de composition
en rmeléotides

2 ~ l'existence de séquences
nucléotidiques asnormales,

Ce double probléme fait 1l'objet de notre travail,
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B ~ STRUCTURE SECONDATRE DES ARN

Depuis les travaux de WATSON et CRICK (39), un grand nombre
dtexpérimentations physiques ont été effectuées sur les polynucléotides,
pour préciser le mode dlassociation de ces derniers par ll'intervention
de liaisons "pont hydrogéne", L'appariement des nucléotides s'effectue
par ll'intermédiaire des bases, selon des doublets nucléotidiques résultant
de la formation de liaisons "pont hydrogéne" entre les substituants en
position 1, 2 et 6 des bases puriques et pyrimidiques, Les deux seuls
doublets nucléotidiques stables sont, comme dans le cas des ADN, les
doublets G = C et A = U ; la figure 6 indique les liaisons qui inter-
viennent dans ces deux cas, La formation de doubles chalnes nucléotidiques
dans les ARN sera donc conditionnée & la présence de séquences nucléo-
tidiques complémentaires dans les chalnes,

Les ARN ne possédant pas de séquences nucléotidiques complémen=—
taires formeront des molécules en chatne simple (monocaténaire) : ce
seralt le cas des ARN messagers, dont les caractéristiques physicochimiques
correspondent & des ARN monocaténaires.

Les ARN ribosonaux de haut poids moléculaire présentent des
spectres de diffraction des rayons X qui semblent démontrer ll'existence
d'une structure partielle en double hélice, La figure T-a illustre les
conceptions actuelles concernant ces structures.

Dans le cas des ARN solubles, la molécule, de faible poids molécu-
laire (25,000), est constitude de 80 nucléotides et les caractéristigues
physiques montrent 1'existence de fragments bicaténaires, La figure T7-b
montre les schémas de structure actuellement admis pour cette molécule,
Selon HOLLEY et coll., (40), le repliement de la chaine nucléotidique
serait provoqué par la présence de nucléotides "mineurs" s'opposant
a l'appariement en doublets, On congoit ainsi le r86le fondamental que
Jjouent ces bases mineures dans la configuration spatiale de ces molécules,
Il n'est pas déraisomnable de penser & llinterventién de ces composés

mineurs dans la formation de molécules A'ARN stériquement anormales.



25

H |
O\ /é\ Py
_N

\’\/ C/ ribose

rd
®

Acide Adénylique '\'l

N~
T W T
H-C{ Al | o ®
N/C\ /C\ Acide Uridylique
/. N %
rlb?se
H
ge\/ N\C/C\ C/V\
Acide Guanylique ﬁ ﬂ NI
N ~N
N— /C'\N P c” nb?se
/5 | L
H—C | l o




26

STRUCTURE SECONDAIRE DES ARN

«
/\
R
(/ \
j -
L
ol T
= i
~
\\ \/'\-‘ AN
OO st
~ 4 NN (‘""G\
N e ] v
T _‘r' P \/ (‘---n/
\'/\\‘1' ’ \( | '
\.\ S K N f°~--G\A
(/v .‘-' ," \§ ,.'Q-s-.,/
NN SN | ]
v ‘\ ’ )’.\(‘ Gomwafr
~N S \( - I
e ""('\"/l'\"
dTE L
‘)" I, Il.\;\3
4 »,
3/.! /'\__" :' l’ \P\ﬁ.
. / RN { 4' 'l " \‘4‘, U \\
!\/‘/s ‘\‘l " \'\q_ ~
& -\/'\4..—-?__\ - ‘\
FIGURE-7a - ¥ ’ s 3
e \. /
Schema structural hypothetique des ARN ribosomaux macromoleculares Yo d
dapres FRESCO etal 141))
.9
8>
czp <«
: )
Y. o N9
o ,9-'-0.‘2 % 29
a9 Tep 9999 9 '909d
n 5 & % SCCC as CoC,,
A, tfg s 6-0-¥ ‘g' W 2
© 3-3-0-0- .0 N
o_& 06 CAGa, T 9N90.9.9.94 "
“joe U, CU-C-G-U-C-C-A-C-C-Aow o
c« 0
oo an v
s 0;‘-‘ ) ’
o3 ¢ 99930N 9-v-9-v-9-9-9-‘3'
69O V., 3 CCGGACUC U-C-C-A-C-C-Aom
Y 5 ‘- P
* 3
O.G_’:
9 99 29
'g’""}\ VAL /“% B ,‘J*a‘ Ioft N,
o 9:99-00 99 0.y ® ¥ hyg 99 09 99-9-0-9d
p GGG-A-G G C-u C-G-A . . . .
by - X CG A-Q ¢ -G A-C-C-Aou
e, Fo VYT & Uyt G‘c’ qu’ c‘u'c

.cG-(',-"
FIG, 7b2
Schemas de structure d°ARNL alunine [d’zlpn:s HOLLEY et ol { 42 )]




-27-

Ces conceptions restent néanmoins trés hypothétiques et 1'évo-
lution des connaissances dans le domaine de la structure fine des ARN est
conditionnée & la mise au point de méthodes d'extraction d'ARN pur et
d'analyse des séquences nucléotidiques de ces produits d'hydrolyse
partielle, Avant d!aborder la revue générale de ces techniques, nous
préciserons les conceptions actuelles concernant le r8le de ces composés
dens la cellule de fagon & bien situer llintér&t biologique de notre

expérimentation,

IV ~ ROLE BIOLOGIQUE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES.

Les recherches de CASPERSSON et de BRACHET (43) puis celles
de nombreux auteurs, ont démontré M"qu'il existait une corrélation étroite
entre la teneur en ARN d'une cellule et son aptitude & synthétiser des
protéines", D'autre part "1l'intégrité de 1'ARN est, dans les cellules
vivantes, indispensable pour que la croissance, l'activité mitotique,
1'incorporation des acides aminds dans les protéines et la synthése méme
de celles—ci pulssent se produire", C'est sur ces deux notions fondamen-
ta_les que repose la démonstration que les ARN interviennent d'une part
directement dans la biosyntheése des protéines et dlautre part, indirec-
tement,dans la mitose, |

Les travaux concernant les mécanismes de la biosynthése
protéique dans la cellule peuvent se résumer dans le schéma de la figure 8,
Nous renvoyons pour le détail aux trés nombreux ouvrages concernant cette

question, Nous mous bornerons & faire ressortir les points suivants

1 = Les ARN pessagers se "démoulent" sur les ADN par un mécanisme de

complémentarité moléculaire, faisant intervenir les ARNW polymérases,
Ils possedent des séquences nucléotidiques complémentaires des ADN
géniques,

2 - Les ARN pmessagers, passant dans le cytoplasme, se combinent aux

ribosomes pour former des polysomes, siége de la synthdse protéique,



28

( (Z2) NOSLYM s2ude p)

.UD—U_WHOLQ WmU.LHC%wOMD e] suep NUV P S3Isse[d saquatdyjip sIp 310y

RN IRIE
n..ﬁ) \\44
dNV~YY snbypiydadAjog , mm
h suleyd Y
WNYY.| 9P
SNYV~ vy anbjjewAzuy
\ uoiepesbag
3IN0S08I14AT0d
419 S3yan
Lu3ISNYHL ——> mmswmogx $301L0312NNOSIY
3P SINAZNI
N\ s31VNOSOoa
S3INITLOYd
/ INYY ettt
4/!

SNYVY <ttt



~29-

3 = Les acides aminés,libres dans le cytoplasme, sont transférés vers

les polysomes par des ARN solubles, spécifiques de chacun d‘'eux,

4 ~ Les protéines se synthétisent au niveau des ribosomes par la

fixation des ARN solubles sur des triplets complémentaires de 1'4ARN
messager, selon les conditions d'appariement des nucléotides indiquées

& la figure 6, Le code génétique des ADN est traduit sur les ARN
messagers sous forme de triplets nucléotidiques (codons). Les ARN
solubles possédent sur une boucle de leur molécule un triplet nucléotidique
complémentaire du codon (anticodon). La séquence en aminoacides de la
protéine est donc imposée par celle des codons de 1!'ARN messager, Chaque
ARN messager conduit ainsi & la synthése d'une protéine spécifique
correspondant & un fragment génique. Ainsi apparait 1'explication
chimique de ltlaxiome "un g8ne - un enzyme" qui avait été établi par
BUTENANDT (45), En outre, les travaux de HENDLER (46) et de HUNTER et
GODSON (47) suggdrent 1'existence d'un autre systime protéosynthétique
qui ferait intervenir les membranes intracytoplasmiques et qui serait,
selon ces asuteurs, beaucoup plus actif que le systémepc lysomes-—

ARN soluble,

Les ARN interviennent donc directement dans la biosynthése
des protéines, De nombreux arguments expérimentaux pourraient 8tre
décrits pour démontrer qu'ils interviennent également dans la mitose, Nous
nous bornerons & citer ceux qui sont les plus slirs et les plus
démonstratifss
10) La vitesse d'échange des acides aminds dans les protéines est plus
élevée dans les tissus qui sont le sidge de synthéses actives (Tableau C).
2°) Les tissus qui possédent une activité mitotique importante sont
riches en ARN (Tablesu D).
3°) Il existe un parallélisme étroit entre les mitoses, la teneur en
ARN et la synthése des protéines (par exemple chez les bactéries en phase
logarithmique, dans les tissus en régénération),
4°) Les vitesses d'échange de l'azote protéique et du phosphore ARN
sont plus grandes dans les cellules des tissus qui sont le sidge des

mitoses actives,
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TABLEAU -~ C

VITESSE * D'ECHANGE DE L'ALANINE MARQUEE DANS LES PROTEINES
DE TISSUS DIVERS
(D'aprés ZAMECNIK et coll. voir MONTREUIL (48))

Fraction non

e es as 08 s ae oo

Foie foie en ¢ TFoie Hépatome néoplasique :
normal : régénération : foetal : P : de 1l'hépatome :
38 : 91 : 1719 i 255 : 91 H
* en coups par minute,
TABLEAU - D

TENEUR EN ACIDE RIBONUCLEIQUE * DE DIFFERENTS TISSUS

DU RAT ET DE LA SOURIS
(D'aprés SCHNEIDER (49))

¥
Teneur en ARN

®E 44 40 68 Se T Be ea S G BE BB 4 4% S8 ae

Origine Tissu examiné '
Rat ¢ Rein : 27,2 :
: Rate s 42,5 H

s+ TFoie : 63,4 :

: Pencréas : 179, :

¢+ Muscle : 6,9 :

s Coeur s 12,4 H

:  Cerveau : 17,5 :

:  Poumon : 18,0 :

: Sarcome de Jensen 3342 :

Souris ¢ Poumon : 22,6 s
: Tumeur du poumon : 29,6 3

fus

* exprimée en mg de phosphore pour 100 g de tissu frais, iy l[‘l



-31-

50) La ribonucléase inhibe les synthdses protéiques et arr8te les mitoses,
6°) La plupart des facteurs antimitotiques, qu'ils soient de nature
physique (radiations ionisantes, rayonnement ultra-violet) ou chimique
(moutardes azotées, antimétabolites mucléiques) sont des agents de
dénaturation des acides mucléiques (pour plus de détails voir

MONTREUIL ( 50)).

Ainsi les interrclations qui unissent les ARN aux facteurs
biologiques essentiels & 1'équilibre vital de la cellule (hérédité et
mitose) suffisent & faire ressortir 1'importance des travaux concernant
les ARN, Dans notre cas particulier, cet exposé succinct démontre que
1'hypothése du cancer, maladie des ARN, permet d'envisager une explication
du phénomeéne néoplasique,

La structure des ARN détermine leur activité biologique dans
la biosynthése des protéines spéfifiques et dans 1'équilibre des mitoses.
Lt'intervention de molécules d'ARN anormaux pourrait valablement déclencher
une hyperactivité mitotique. Etant donné 1'hétérogéndité extréme de cette
classe de composés et les problémes posés par leur étude chimique,
ltidentification de composés anormeux dans les tissus cancéreux ne
pouvait 8tre abordée que sous un angle comparatif. Cette orientation
nécessitait la recherche de méthodes fines et rigoureusement reproductibles

d'extraction et d'analyse de ces composés.-

Avant d'exposer nos résultats personnels, nous présenterons une
revue générale des techniques d'étude physicochimique des A4RN,



LES METHODES D'ETUDE PHYSICOCHIMIQUE

DES ACIDES RIBONUCLEIQUES

Le probléme de 1l'identification d'ARN anormaux dans les tissus
néoplasiques impose, dés 1l'abord, de rechercher parmi l'ensemble des
techniques proposées - I) les méthodes qui fournissent des préparations
wires d'ARN (probldme de 1'extraction)

et — 2) les procédés d'analyse de la composition et de
la structure primaire de ces molécules d'autre part (problime de la
recherche de nucléotides anormaux et de séquences nucléotidigques
anormales), Nous avons donc entrepris d'effectuer une mise au point des
méthodes d'extraction et d'étudede la composition, avant d'aborder

notre expérimentation,

I ~ LES VMETHODES D'EXTRACTION DES ACIDES RIBONUCLEIQUES

Comme nous l'avons vu page -6 , les ARN se présentent dans les
cellules sous deux formes essentielles : soit libres, soit combinés & des
protéines. Dans les ribonucléoprotéines, le reste protéique n'est pas 1lié
& L'4RN par des liaisons covalentes. L'union de la protéine avec le
groupement prosthétique s'effectue par 1'intervention de forces de Coulomb
entre ions de charges opposées, entre dipbles ou par liaison hydrogene,
Ces liaisons ne sont pas spécifiques et provoquent le plus souvent la
formation spontanée de complexes ARN - protéines dans des conditions
d'ionisation appropriées, Dans ce cas, il est évident que cette liaison
entre les ARN et les protéines peut intervenir au cours de 1l'extraction
méme si 1'ARN préexiste & 1'état libre dans la cellule, Un des principes
de base des méthodes d'extraction d'ARN pur sera donc la dissociation du
complexe ARN - protéine,
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