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IEJTRODUCTION 

Les connaiseances acquises.depuis plusieurs annCes sur 

la structure des macronolécules essentielles, acides nucl6iques et pro- 

téines, permettent de comprendre, su moins dans ses grandes lignes, le 

rapport entre leér fonctions de ces macranolecules et leur structure chi- 

nique. 

Les recentes conf innations des travaux de TEMIN f 1,2), 

montrant que l'ADN pouvait etre synthétist? par:noULage sur ltMJ7, n'one 

pas..rnfa on. ilelau:: le :mil&le proposé 6n 1952 par CLIICTC ( 3 )  ~ ~ a 5 . a  olt per- 

1-5s de le pr8civa: au plutOt de le compl8ter. 

L'information n&ceseaire ;li .li 8ynthèse de protéines epéci- 

fiques, se transmet dans la majorité des cas, selon le schha traditionnel : 

/--A \-,. Transcription Traduction 
Duplication ADN ) ARN a-> Protéines 

'\ 4 '.- - 
La synthèse des ckatnes polypeptidiques résulte des di- 

verses interactions st6réospécifiques (appariement des baseo, structure 

tertiaire) et s6quentielles (codage) entre les differents types de na- 

crmolécules : ADET, ARM messager, ribosones et ARN de transfert. 

LfARN messager est le recepteur de l'infornation généti- 

que conserv6e par l'ADN et son transporteur vers le cytoplasne. En asso- 

ciation avec les ribosomes, il déteminera l'ordre de l'assemblage des a- 

cides mines apportés par les LTN-t pendant la synthèse des prothines 

sp6cif iques . 
11 apparalt donc que la polymérisation des ribonucléotides 

en une chatne conplbentaire de l'ADN sous l'action enzymatique de l'A~b? 

polymérase est une btape cruciale dans le transfert de l'information g6n6- 

tique. Bien que l'on soit en nesure de tracer .en lignes gan4rales, ' un 

tableau assez cohérent des étapes de la transcription de la s6quence nucléo- 

tidique de l'ADN en ARN, on possède encore peu d'informations sur les n&- 

canismes in vivo, - chez les Eu~aryotes en particulier -, du déclenchenent 
et de la régulation de la biosynthèse des polyribonucl&otides. 



c'est l'étude in vivo de la toute preni&re étape de la 

transcription de 1 'ADN par l'ARP7 polynccirase (voir Fig. 1 et fig. 2) qui 

a fait l'objet de notre travail. Nous nous sommes plus particulièrement 

attaché B deteruiner la nature du nucléotide initial et, par voie de con- 

séquence , le sens de la polyu6risation. 
Avant de décrire lea résultats de nos travaux qui ont été 

effectues dans le Laboratoire du Professeur J .  MONTREUIL, en Qtroire col- 

laboration avec A. SERGEANT et sous la direction de V. KRSMAE-JOVIC, nous 

eqoserons succinctment les propri6t6s physico-chimiques de lfARI? poly- 

mérase, le processus gdnéral de la transcription, de ses differentes éta- 

pes et de sa régulation. 



Figure no 1 : Observation au microscope Olectroniquc des 

ARN en cours de synthgse, in vivo, dans les ovocytes d'amphibiens 

(Triturus viridescens) (MILLER et BEATTY) ( 4 ) .  



Figure no 2 t Observation au microscope électronique de 

genes d'E. coli en cours de transcription et de translation simul- 

tanée. (MILLER et al. )(SI 

(La fleche indique le site de déclenchement de la synthèse). 





L 'ADN PAR L 'AXA? -POT,'.';Q$p?SE 

1 - PROCESSUS C E I Z M L  DE LA TRANSCIIIPTIOF! 

fl est actuellement bien Qtabli que la synthhe des AR;! 

dans les cellules bactériennes et animales est catalysée par ltAR;T pbly- 

mérase qui a ét6 découverte en 1459 par LiETÇS et GLADSTOl\E (G). 

Après avoir isolé cette enzyne, il a été possible de 1s 

faire fonctionner in vitro, utilisant llADil conne modèle, en pr6sence des 

quatre ribonucl4osides triphosphates, des ions magn8siun (Mp) et cianga- 
tt- nèse (~4n ), pour assister ?i la naissance et à la croissance d'une charne 

polyribonuclQotidhque selon le sch&a proposé par BRIDER -- et al. (7). 

Comme toutes les polpérisaéions en génêral, la polymdri- 

sation des n~clQoside-5~-triphosphates procede par différentes étapes dont 

les mécanismes sonk distincts mais ec corrélation les uns avec les autres. 

Ces divers stades peuvent être plus ou moins arbitrairement r6pertoriés de 

la façon suivante : 

- Fixation de lfARl!I polymérase sur 1'ADM et formation d'un complexe bi- 

naire ADB-AïIl! polpéreise. 

- Déclenchement de la polymérisation. 
- Propagation de la polymérisation par le déplacement relatif de l1anzy- 
me le long de l'ADN et la formation d'un complexe ternaire ADij-AXN po- 

lymérase-AlTi: naissant. 

- Arrêt de la polyrnérisation et libération de l'enzyme et de l'LIN nou- 
vellement synthétis6. 

*Tout au long de ces Btapes se pose le problsme du contrale 

de la trartscription tant du point de vue qualitatif (controfe de l'expres- 

sion de certains ghes plutat que d'autres, diff6renciatioa) que clu point 



de vue q u a n t i t a t i f  (cont ra le  de l ' a c t i v i t é  e t  du taux de t r ansc r ip t ion  des 

gènes 1 . 

LfiiLSa polymérase (nucléoside-triphosphate : AiN nucléot i -  

dyl  t r ans fé rase ,  EC 2 . 7 . 7 . L . )  e s t  l'enzyme q u i  assure i n  vivo la polymé- 

r i s a t i o n  des r ibonucléotides en ca ta lysan t  l a  r éac t ion  suivante  : 

Cet te  r éac t ion  nécess i tn ,  en out re ,  l a  présence des qua- 
ft t r e  nucleoaide-5'- t r iphosphates,  des ions magngsium ( ~ g  ) e t  manganèse 

( ~ n + + )  e t  de 1'IiDII "mod8le". 

L1A2MpdymBrase exCraite  d r E .  c o l i  e s t  c e l l e  q u i  a 6 t é  e t  

e s t  encore l a  p lus  étudi6e.  Toutefois ,  des travaux récen t s  ont  apporté 

quelques informations s u r  1 'ARN polymérase des c e l l u l e s  d J ~ c a r y o t e s .  

1 - ?.'ARN POLYI.IEUSE D 'E . COLI - 

a - Observation au  microscope électronique .-- e t  d i m e n - S .  

J,a s t r u c t u r e  de I'A7'6 polym6rase e t  l a  géarnétrie de sa  

conjugaison 2i l ' A D N  ont  é t é  observees au znicroscope éleceronique pa r  plu- 

s i e u r s  éqttipes (TI~J?'IS e t  a l .  (:) ; CUMFORD e t  a l .  (9) ; S M T E X  e t  a l .  

(10) ) .  
O 

L 'ARN p o l y d r a s e  a la  forme d'un cyl indre  creux de 95A de 

hauteur, de 125 A de diamèrre externe e t  40 A de diarnètrc i n t e r n e ,  formé 

par  l 'assemblage de s i x  sous-unit&. Ce t t e  s t r u c t u r e  a Qt6 préc i sée  par  

KfTABJO et IWIE"A??A (11) qui  ont montre que l e s  s i x  sous-unités son t  e l l e s -  

m h e s  formées p a r  l'empilement de ? B ' sous-unit& secondaires sph4r8ides 

( v o i r  f i g .  3 p . < ) .  Il estmggéré que l o r s  de l a  t r ansc r ip t ion  l e  b r i n  dtADU 

pas re  au t r a v e r s  du t rou  c e n t r a l .  

Cependant, il convienr de  p r6c i se r  que LPTi3TIT (12)  a obser- 

v6 que 1 'ARN polymérase d é c r i t e  par  ??Ç:iÇ e t  al. (13) n '  é t a i t  pas  s u f f i -  

samment p u r i f i é e  e t  contenai t  4 B 5 s t r u c t u r e s  étrangères qui  donnaient un 

aspect  hétérogène B l a  pr4parat ion.  Selon l ' a u t e u r ,  après p u r i f i c a t i o n  p lus  

poussée par  at5dinenrcation en gradient  de dens i t é  e t  d iges t ion  enzymatique, 



I 

a) Microrcopie blectronique de La polynérrne 22 S d9E.coli. 

b) Mod&lea artif iciels  de polymSrase 22 S d9E. coli .  

Figure no 3 : Etude au microscope 6lectronique de 1'ARN p l y d  

rare 22 S dtE.coli (KITANO et  KAMEYAMA) (voir p .  7 et  r4f. 11). 

\, 1 :  '1 
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l'ARP polyrnérase, t o u t  en r e s t a n t  fonc t ionne l l e ,  a p p a r a i t  sous 18 forme 

de p a r t i c u l e s  "poreuses", t r è s  homogSnes, dl  un diam& t r e  moyen de 155 A 
( v o i r   fi^. 4 ,  p .  13) .  

Tous l e s  a u t e u r s  s ' accordene  à penser que la  f i x a t i o n  de 

l'enzyme s u r  1'ADi"l e n t r a î n e  une modi f ica t ion  de  s a  s t r u c t l i r e  (vo i r  f i g .  

5, p .  11) .  

Constante  de s6dimentation - : -- 

RIC1.1A_RD§OILT (141, @3TJ7LLILk: e t  a l .  (15) e t  SSEIEMS e t  a l .  

(15) on t  montré que l e  fonctionnement de l 'enzyme depend é t ro i tement  de 

la  f o r c e  ionique.  Chez E .  c o l i ,  à basse f o r c e  ionique,  e l l e  e x i s t e  sous -- 
une forme q u i  sédimente avec une cons tan te  de 21 à 24 S dont la masse mo- 

l é c u l a i r e  avo i s ine  900.000. A f o r c e  ionique é lev&e,  l ' eneyne  e s t  d iasocLi-  -- 
r6x~ersiblement  en deux u n i t é s  dont l e  c o e f f i c i e n t  de sédimentat ion é g a l e  

135 (RICIIARDSON)(~ '~) ,  (PREUSS e t  ZLLLLG ) (1;). 

C e t t e  u n i t é ,  de nas se  molt5culaire éga le  2 lcG0.000, r ep ré -  

s e n t e r a i t  l a  forme monomère fonctionnelle de l'enzyme 

c - S t r u c t u r e  quute~-~ai-r~ : 

Ce s o n t  pr incipalement  l e s  t ravaux de BUR'XESS e t  a l .  (19&19b) --- 
e t  ZILLIG e t  a l .  (29) q u i  on t  pennis  de d é t a i l l e r  l a  s t r u c t u r e  q u a t e r n a i r e  

de l'enzyme. 

Par  chromatographie s u r  colonne de phospho-celluloae, B X -  

GESS -- e t  a l .  (21) ont  pu sépa re r  l'enzyme en deux f r a c t i o n s  : l e  f a c t e u r  

sigma (~1 ' -  ) et l'enzyme -- - minimum ( q u ' i l s  on t  appelee'core enzyme1'). 

Dans l ' u r é e  GM, 2 p7' 9 ,  l'enzyme s e  d i s s o c i e  en d i f f é r e n -  

t e s  sous-uni t& q u i  peuvent ê t r e  s8parées pa r  é lec t rophorSse  en g e l  de 

polyacrylamide en p r c ~ c n c e  d e  do2;cylsulfonate de sodium, ou s u r  

a c é t a t e  de c e l l u l o s e .  Dans l e s  deux cas ,  q u a t r e  sous-uni tés  sont  mises  

en  évidence : 

La sous-uni té  0- , masse molécula i re  = 93.000 

La sous-uni t8  p , nasse  molecula i re  = l:?.COO 

La sous-uni té  3' , masse molécula i re  = 15- .Q00 

e t  deux sous-uni tés  r/ , chacune d 'une  masse molQcula i re  de :L;.nbaO. 

La fo rnu le  v t ~ h i m t - t r i q u e  de l'enzyme complète s e r a i t  



Aspect h&t€rogbne de llARN polydrase : particules en fonue d'anneau (A), 

d'hexagone (B), de tdtraède (c), de rectangle (D) et de ro~ette (E). 

Aspect homogène de 1'ARN polym6rasa hautment purifide t particules 

"poreuseg et irrdgulihre (LUBIN) (voir p. 7, r8f. 12). 

Figure ne 4 



Fi(:. 5. S(~tit.iriatic. i.t.l>i.i.\i.i!tatio~~ o f  225 l<S.\ 
p o l y n ~ ~ r a s v  hi>i111<1 to I l S . \ .  
Lpper  : 'l'lit. tiguri. \.iv\\rtl l'rorii t l i i .  sui\ 01 l)S'.\ 

Iinr. 
I.owrr: I'ht. figurr virwrd i'roni tliv sidc iri pvr- 

pendicular tu the axis of UN.\ ilri,.. 

Figure n* 5 : Etude au microscope Clectronique de lfARN polyaC- 

rare 22 S d ' ~ .  eoli fix6e que l'ADN (KITANO e t  KAMAYAMA) (voir p,  7 ,  rQf. 11). 
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(a2, ,P ) ri- , ce qui est en accord avec une masse moléculaire de 
480.000 environ. 

Ces résultats ont ét6 confirnén par des experiences 

récentes de LILL et RARTMANH (22) et de ZLLLIG et al. (23). Ils ont 

pu reconstituer, h partir des sous-unit&, l'enzyme complète et fonc- 

tionnelle. Il convient de noter que les sous-unités .x' et j_) , primi- 
tivement d&crites, ne sont pas retrouvées constamment dans les pr6pa- 

rations et semblent être aa2eid6r6cr;comme des artefacts. 

Les mêmes auteurs, gr9ce aux expériences de reconsci- 

tution de l'enzyme, sont parvenus à préciser les fonctions plus parti- 

culieres de certaines sous-unités : 

- La particule (>' pr&sente une grande affinitê pour l'héparir~e 

(polyanion analogue structural de l'k~") et serait plus particulièrement 

responsable de la fixation de l'enz>me sur 1'ADF (ZLLLZC --- eL al. ) ( 2 4 ) .  

- La particule(3 poss5de un site de fixation pour le facteur~-- nais 
est aussi sensible à l'action de la çtreptolydigine (inhibiteur spécifique 

de l'allon2crJe.nt de la chafne ~'ARTT). Elle serait à la fois imptiquée dans 

le processus de déclenchement par son intervention dons la fixation du 

facteur r ~ -  et dans le processus de propagation de la syntiaèse par son rale 

dans le ddplacement de l'enzyme sur 1'ADi.T (~IEIL et ZILLP'C ) ( 2 5 ) .  

- Enfin, nous verrons plus lo i r i  la fonction et l'importance du fac- 

teur c~ lors de la fixation de l1cnzjrrL~e sur l'ADN, premigre étape d 8  pro* 

cessus de la transcription. 

2 - L'ARPJ-POLYT4EPL4SE .- -- DES EUCARY:O:T:S -- . 

Dano le noyau cellulaire, l'ARN-polymèrase a tout d'abord 

été décrite comme existant sous deux formes en équilibre : une forme liée 

3 l'ADN (ihe "aggregate RXA polymerase") et une forme libre (23e "soluble 

R:JA polyr:~erase") (C!;~~.IROIIJ et al.)';, 1 et ces deux formes seraient deux é- 

tats differents de la même enzyne. Ce phécomcne dlalLostérie permettrait, 

peut-être, de comprendre le système de r6gulation. 

Les recherches actuelles tendent surtout à distinguer deux 

types principaux d'enzyme, liés à leurs fonctions et à leur localisation 

dans le noyau. 



a - LIARN polymerase nucléolaire dont l'activité in - 
vitro produit un LUJJ de type ribosomal (5 + C / A + TJ a 1,5) et fonc- - 
tienne à basse force ionique, en présence dlionrma n6sium. 

b - L'ARPT polym6rase nuclcléoplasmique qui produit in - 
vitro B haute force ionique et en presence dfionimangan&se, un mu de 
J 

type messager (G f C / A + U = 0,C). Cette enzyme, contrairement B la 

prdcédente est inhibae par 1' H-aaanitine. 

De telles enzymes ont Qté isolées chez diffgrents ani- 

maux : embryon d'oursin (RQEDER et RUT TER)(^^), foie de Rat (RoEDE~ et 

RUTTER) ( 2 ~ )  ; SELFUT (29), thymus de Veau (KEDINGER et al.) (30) et pla- 
y-- 

tenta hunain (VOIGT et a1.)(31). Les masses mol&culaires de ces diff6- 

rentes enzymes qui peuvent être s6parées en différentes sous-unites a- 

voisinent gdnéralment 400.000 (CE'SA~~BO~~ et al. ) ( 3 2 ) .  -- - 
Enfin, il est interessant de noter qu'une A M  polymèrase 

a Qté extraite des mitochondries de levure (I!IN~ERSBERÇER et al. ) (33) (36,) -- 
et de Neurosporo crassa (WNTZEL et SCH&?ER)(~~). Sa masse mol6culaire, 

beaucoup plus faible que celle de l'enzyme extraite du noyau est d'environ 

65.000. 

B - FIXATION DE L 'EAZYME -- SUR L'AD:! --- .- 

1 - FORMATIQK DU COMPLEXE ADN-Am1 POyiYMERASE - 

La formakion du complexe ADEJ-ARP? polym6rase tient compf e 

des interactions st6r6ospécifiques dues à la fois à l'ADN et à l'enzyme. 

Nous allons voir successivement les divers facteurs qui peuvent inter- 

venir dans Icformation de ce complexe binaire. 

J - Attachement de l'enzyme sur des séguen!.s spécifiques - 

SZYBALSKI et al. ( 3 6 )  ont observé que les sequences riches - 
en bases pyrimidiques, - surtout en ':cytas$hé -, étaient distribuées 
principalement sur llun des brins de IfADN du phage .Sur la base de ces 

observations, les auteurs ont proposé un modèle dans lequel de celles sé- 



quences introduiraient un élément de discontinuité dans la double hélice 

de l'ADN en modifiant sa structure secondaire et seraient les sites wé- 

cifiques de reconnaissance pour l'attachement de l1ARi'$-polym6rnse. De cet- 

te manière, seraient dêterminés, à la fois, le brin dCADP? qGi doit Btre 
transcrit et le point de départ de fonctionnement de l'enzyme. 

Cette hypothese particulièrement satisfaisante pour in- 

terprdter d'une manière physico-chimique le "promoteur" g6nétique de JACOB 

(37), ne peut cependant pas être soutenue totalement. NAKALM et SAKACUCHI 

(35) ont isolé les sites d'ADN liEs B lu polymérase dfE. coli et en ont --- 
Qtabli la conposition en bases : elle ne diffère pas de celle de lrC.DN to- 

tal. Les sites de fixation de l'A?! polynérase dlE. coli eJr l'AD11 dlE.coli 

(MATSUKACE et al.) (33) et sur l'AIET de T ,  ( B ~ T T ~ E R  et a1.)(40) ne révèlent - -- 
pas non plus une spécificité particulière (Cs + dC = 50 p.lOO). 

b - Influence des histones : -.------ 

La fixatfon de lfA;i;! polymérase sur l'ADN bicaténçrire se 

fait dans les regions denaturees dont une chaine est rendue accessible à 

1 ' enzyme par des propriétés moléculaires spécifiques (BER- et al. ) ( 4 1 ) .  

L'accroissement do l'activité de 1'AL.X polymérase lors de la dissociation 

des désoxynucléohistones par le polyétbyl2ne sulfonate de sodium (CI-IAMBOI? 

et a1.)(42), sugghre que ces régions dénaturees, sites pr6férentiels de -- 
fixation de l'enzyme, peuvent être aussi démunies d'histones (voir aussi 

p. 34 1. 

c - -.- Intervention dc facteur "sigmaN. ---.-- 

In vitro on observe une fixation de lfARB polynérase -, , -,- 3 

quelque peu au hasard de la double chatne dfADtJ. Ces r6sultats concor- 

dent mal avec la notion de déclenchement spécifique de la synthèse. La 

decouverte du facteut 'bigma'' (BURCJESS et al. ) ( 4 3 )  a permis de préciser 

cette pr,ière étape. 

Etudiant la séquence 5' terminale des ARFI transcrits in - 
vitro SUGIURA, OlW1OTO et TAUIJ&.iI (44)  ont montré que, dhunie du fac- 
-3 

teur CI , l'enzyme peut encore transcrire l'ADN mais per!: da capacité de 

sdlectionner les sites appropriés du déclenchement de la polymérisation. 

Au contraire, le facteur CT limite le fonctionnement de l'enzyme a cer- 



tains sites spécifiques ("initiation sites1'). Ce facteur, en permet- 

tant à l'enzyme de commencer B transcrire un opéron donné, agirait 

donc c m e  un contrale "positif1I de la synthèse, en opposition au 

contrale 'InCSgatif" exercé par le répresseur. 

Ce facteur ne ferait pas partieIut6gramtede l'enzyne 

mais viendrait s'y joindre, lors de la fixation sur l8ADP1, pour lui con- 

ft5rer la spécificité voulue. Une fois la polymérisation conmiencée, 1'ARN 

ayant atteint une longueur de 40 nucléotides environ (KRAKQW)(~~) , il 
se separerait à nouveau de l'enzyne et pourrait être réutilisé dans une 

nouvelle operation de fixation spécifique de l'enzyme. (voir fig. 6 p.16) 

2 - STABILITE DU COMPLEXE BINAIRE ADN-ARI? POLYMERASE - 

a - Influence de la force ionique 

Bien que le complexe ADN-ARN polymérase soit peu dissocia- 

ble, la liaison est réversible. FUCHS -- et al. ( 4 6 )  IiALTER et al. ( 4 7 )  ont 

propos6 une hypothèse selon laquelle la fixation de l'enzyme s1effectue- 

rait en deux étapes : 

- la première serait une simple fixation de 1'ARH polynérase sur 
l'ADN necessitant une basse force ionique ; 

- la seconde, plus lente, correspondrait 3 une .'lfusion'l localisée 

de llADN et serait responsable de la phase de latence que l'on observe 

quand la synthèse de 1'RRN est nesurde 3 basse tenperature. 

En 1965, CHAMBON -- et al. (4:) observaient qu'une forte 

augmentation de la force ionique avant l'addition des nucléosides tri- 

phosphates inhibait la synthèse ultdrieure de llARN. Ceci s'explique 

par llimpossibilité de former, dans ces conditions, un complexe ADN-Enzyme 

car llARM polymérase de dissocie alors en sous-unités 11-13 S. 

Il existerait une relation entre ces deux phénomènes. 

Bien que l'association ADN-ARN polyu&rase soit instable 

aux forces ioniques Blevées, il faut noter que la formation d'un court 

oligonucléotide (3  à 4 nucl6otides) suffit à stabiliser l'ensemble 

(NIYOGI et al. ) ( 4 9 ) .  

b - Influence de la température 

Des observations s'accordent pour etnettre lfhypothSse 



Figure no 6 : Cycle dtuti l isatfan du facteur nrrigman au cour8 

de la trmrrcrfption (TRAVERS e t  BURCESS) (50). 

Le facteur sigma, arsoci4 a I'ARIiJ polym6rase, incarvient &ns 

Ir s4lection des s i t e s  de dlclenchsaaent de la  tranrcxiption. La polyd-  

riirrion commencie, il se dirisocie du complexe ADN-Enzyme-ARN n&issant 

et peut btre u t i l i s a  ia nouveau. 



d'un appariement de l'ADN avec llARM polpérase par des liaisons cor- 

respondant a des énergies relativment faibles (liaison ''pont hydro- 

ghne", liaison de VAN DER WAALS). Ces suggestions -ont renforcées par 

le fait qatune augmentation de taripérature labilise le conplexe, or, 

structure secondaire et tertiaire sont plus stables B basse température 

(DUBERT et al. ) (51). 

Enfin, d'autres facteurs agissent sur la fixation de 

1'ARN polyn6rase, comme le pH, la concentration en ions magn6siurn ou 

manganèse. 

c - Spécificit6 des sites defixation 

STEAD et JONES (52) ont observé que sur 100 sites de 

fixation de l1AiU1 polymérase sur l'AD;! ci= phage T - nue quinzaine oeu- 
7 '  

lement sont très peu dissociables, certains sites de l'AD17 sont donc 

- privilégigs. Deux facteurs principaux peuvent être invoqués : 

1') La structure secondaire 
Ses %£ets ded 

Etudiant a tempt5rarure, IJITSERT et al. (53) moiltrent que - 
les conditions d'attachement ou de dQtachanent excluant une transcrip- 

tion appréciable, les deux ph6nomgnes doivent se produire aux mêmes si- 

tes. Ce sont, probablement, ces nhes régions qui, lous des conditions 

normales, ont une affinité maximale pour llARR polymérase. 

2 O )  La ndture des séquences nucl6otidiques --- de l'ADN. 

La fixation de 1 'A2W polym6rase sur ,des séquences riches 

en bases pyrimidiques, permet de penser que la stabilité du complexe liée 

a la nature des liaisons entre lfenz\yme et l'ADN, bit dépendre fortement 
des séquences nucléotidiqucs de ~'ADN. 

La rifampicine estun antibiotique qui empêche la for- 

mation du complexe stable entre l'ADN et l'enzyme, m a i ~  n'inhibe pas la 

synthese si un complexe stable peut se former avant l'addition de la ri- 

fmpicine. BAUTZ et BAUTZ (54) suggèrent que le facteur l'sigmall est néces- 

saire à la formation d'un véritable complexe stable (qu'ils dénonment 



"pre-initiation camplexft) car seuls de tels complexes formés sur les 

sites appropriés de ltADhT en presence du facteur 5'- , restent résis- 
tants B l'action de l'antibiotique. 

Stabilisation du complexe par les nucléoside-5'-tri- - -- 
phosphates. 

A haute force ionique, en absence de synth?:se, l'enzyme se 

detache de l'ADN .Cependant la présence de nucldoside-5'-triphosphates em- 

pêche cette dissociation (ANTFIB!SI et GCLDT$&JA@(~~). En fait, JOLDS;XdAIT 

et al. (55) ont montré que deux nucléotides suffisaient à stabiliser le 

complexe si l'un de ces nucléosides kriphosphates était de type purique. 

Ces résultats sont en accord avec leurs études de spectroscopie de flue- 

rescerice (WU et GOLDT~AIT)(~~) et d'équilibre de dialyse (WU -- et a1.)(5?) 

qui avaient mis en &idence, sur l'enzyme, un site de fixaCion préféren- 

tiel des purine nucléoside-5'-triphosphates. 

3 - STABILLSATIOPJ DU COEPLEXE LOQ _DE_w-TliJTHESE 

La stabilisation du complexe s'accentue dès la formation 

de la prmiere liaison phosphodieçter. DTJFI!? et BAlJTZ (59) ont dtailleurs 

montré que, in vitro, avec ~'ADM du phage '.rd,, cette stabilisation était 

plus efficace lorsque cette premiSre liaison se faisait entre un nucl6o- 

tide purique et un nucléotide pyrimidique. 

Ces résultats sont en accord avec le fait que l'APL?? synth6- 

tis6 débute principalement par la séquence pppApU ---. 
Cette stabilisation devient totale dès que la polymérisu- 

tion est connnenc0e. Formé à basse force ionique, le complexe ADN-AW3 poly- 

mgrase devient alors fonctionnel en présence des quatre ribonuclêotide-5' 

-triphosphates. Cependant, une fois la synthese induite, il faut accroitre 

la force ionique de l'ordre de O , 4 ,  si l'on veut poursuivre la polyméri- 

sation dans des conditions op tirriales (RJCSS et al. ) (50). Cette augmenta- 

tion de la force ionique détache, en outre, l'AR;{-polymdrase non spdcifique- 

ment liée et non fonctionnelle, c'est-à-dire non stabilisée. 

Dans ce complexe ternaire, 1' AR?? polym6raçe recouvre une 

partie de l'ADN. Mettant à profit cette propriét6, SENTEi7AC, RTJET et FROMA- 

GEOT ((il) ont excisé ce complexe par action de la DKme ec calculé que la 

portion dtADf? imbriquéedans le complexe est constituéed'environ 75 



nucléotides. Ils ont tres récemment montré que le facteur "sigma" Btait 

dejà absent du complexe ternaire A I ! : x 3  polymérase - ADN-ARP! naissant 
(RUET et al.X62) 

1 - NATURE DU PREMIER NUCLEOTIDE 

a - Importance de la connaissance du nucleotide 5'-terminal --- 

La détermination du premier ribonucleotide incorpore lors 

de la synt52se est particulièrement importante.En effet : 

- &a stabilisation du complexe par les nucl6otides puriques 

et la mise en Bvidence de leur site preférentiel de fixation ("initiation 

site" de GOLDTHWAIT --.- et al.j(G3) soulignent l'influence de la nature du 

premier nucléotide même avant le déclenchement de la synthèse. 

- La présence d'un nucléotide 5'-terminal unique permet de 
determiner le sens de la synthèse (voir p.24 ). 

- Enfin, une derniere raison de l'btude du nucl6otide 5'- 
terminal pourrait venir de son rale éventuel dans le processus de la lec- 

ture de l'ARP1 messager. 

La présence d'une extrémité 5'triphosphate pourrait notam- 

ment jouer un rale dans la durée de vie de l1AR1$ messager en empechant sa 

degradation. En effet, la ribonucléase V, mise en evidence par 'XU6JA 'O, 

SCHLESSI TGER et APIRIO . (54), degrade sélectivement 1'ARN messager de 5' 

vers 3' et il est vraisemblable que son action necessite la déphosphory- 

lation pr6alable de l'extremité triphosphate. 

b - PJature du nucléotide initial -. 

La formation de la chafne polyribonucléotidique sa fait 

par addition de nucléoside-5'-triphosphates à lfextr6mit6 3'-hydroxyle du 

polymère (BREMER et al. ) (65) ; MAITRA et HURGJITZ ( 5 6 )  (cf. page321i ) , la 
persistance des phosphoryles o( , p et { en extrémite 5 '  permet de mettre 

en évidence la nature de ce nucléotide. 

Les résultats acquis jusqufa présent sont rassemblés dans 

les tableaux 1 et II (p. 20 et 21) .. 



TABLEAU 1 2 Extrémit(o8 5' terminale8 dlARN eynth6tisdr in vitro. 

ppp A ---(pr&dainant de B M R  et 81, (6  7 
- 

0 8 4 m m )  

ppp G ---(prldaimt de MîILUR et il. (68) 
4 B 20 d) 

t - *- 

SENTENAC et al.  (69)  

ppp A --- e t  ppp G --- OKAMOTO et al. (70) 

ADN dtE. col& PPP A et PPP G--- GOLUSTELN et a1.(71 

Tdbd et il, (72) 

SIGIURA et al .  (73) 

BILUTER et al ,  ( 7 4 )  

KUKOW e t  al. (75) 

N thym- de Ve 

ARX ~OlY-inbrale de 
thymus de Veau 

- nucldolaire 
- nuc l iop  lami- 

cl&oplasmique de 

, I . .  -.-( - a-: 
', . 8 ,  .? >.A:-- 

ARN rynth6tir6r in vitro 

avec l'Am po- tilirant c o m ~  k lymdriae de : dale 1 'ADN de : 
ExtrWt6 S8tsrminale R1Cf Qrlsnces 



TABUAU II : Extrbarit6r 5'-t&naler d'AU newellemeut eynthi- 

tiuba (obvervstien fn vive), 

ARN 5s de cellulerr 
Het. 

ci-ARS lourd de foie 
de Rat 

ROBERTSON et al .  (78) 
DAHLBERG (F 
ROBLIN et  al, (80)(81) 

DE WACHTISR et 81. (82)(83) 

GLITZ (84) 
VANDENBERGHE (8 5 ) 

'WATANABE et  al, (86) 

WATANABE et al. (87) 

LBSMW et: al, (89) 
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Il est tout-8,fait remarquable que le GTP ou llATP (les 

deux ribonucléotides puriques) est le nucléotide 5'-terminal de tous les 

ARN de Bactériophages ou d'ARP4 nouvellenent synthbtis6s in vitro, étudiés 

jusqul&lors. 

La signification de ce fait est encore incertaine.11 est 

tout d'abord possible qu'il soit lié aux sites sp6cifiques de dgclenche- 

ment de la synthèse. GOLDTHWAIT --- et al. ( 9 4 )  ont d'ailleurs mis en évidence 

deux sites de fixation des nucléosidq -5'-triphosphates sur 1'ARE;T-polpé- 

rase : d'une part un site de déclenchement de la synthèse (propre aux nu- 

cléotides puriques) et, d'autre part, un site de polymérisation (fixation 

Bgale des quatre ribonucléotides). Enfin, la stabilisation du complexe, 

lors de la formation de la première liaison phosphodiester exige la pré- 

sence d'au moins un nucleotide purique. 

En outre, il faut noter que chez les Eucaryotes, in vivo, 

très peu de résultats ont Qté acquis jusqu18 prbsent. WTLEi.', W L D I  et 

ATTARDL (95) ont montré que l'AB%< 5s des cellules MeLa possede le GTP 

en position 5'-teminale, TYSKQV et GEORCIEV en 1970 (96) ont précisé que 

les dARM géants possèdent une extremité 5'-polyphosphate. 

Il est cependant int6ressant de mettre en lumière le fait, 

in vitro, que ln nature du nucl6otide 5'-terminal puisse être relib h la 

synthèse de certaines classes d1A!!1$J. Utilisant 1 'ADN de thymus de Veau com 

me modèle, CIJSLMRçdl;' et al. (97) observent que llextrEmité 5'-triphosphate 

. . diff6re: a i .  1'ARN polym6rase utilisée est d'origine nucléo- 

laire ou nucléoplasnique. De même, avec l'ARE polymérase extranucléolaire 

de foie de Rat, SEIFART (~ommunication personnelle) retrouve une propor- 

tion pppc/pppA égale h 2, B l'extrbnité 5 '  des ARM synthétisés -- in vitro 

sur l'ADN de foie Je 3at. 

Tandis que les AFLT nouvellement formés possèdent encore le 

groupement triphosphate S'-terminal, les AFIN cellulaires stables (A!:]!J-r, 

ARFT-~) possèdent un monophosphate 5'-teminal (MADISOM)(~~). 11 se pose 

donc la question du rale de ce nucléotide, de la signification et du mode 

de sa dCTphosphorylation ultbrieure. ll:AITRA et cl, (99) ont mis en évidence 
b partir d1homog6nats bacteriens, deux enzymes capables de lib6rer le phos- 

phoryle 8 des chaines dlAXb? commençant par un residu de ZTP ou dlATP. Ils 



les ont appel&snGTP terminus enzymet' et "ATP terminus enzyme". Le 

premier necess i te  le presence de ribosomes. 

3 - LA SEQUEMCE 5 '-%U$Y.W 

Pour connaitre les m6canimes mol6culeires de l ' i n i t i a -  

t ion,  des auteurs s e  sont at taches B étudier  la nature de le séquence 

5'-terminale. I l  fit, tout  d'abord encourageant de retrrsrquer pue du 

ceté 5 ' ,  l e  pénultième nucleotide &tait fréquemment l l U M P  (dans 40 p.100 

des cas) (MAITRA et al. )(100), tandis que les codons inducteurs de le 

synthese des prote ines  sont pracisénené BUG et  GUG (SAM et  a1,J (101). 

Cependant, au f i l  des expgriences, c e t t e  r èg l e  f u t  i n f i r -  

mée (DE WACHTER e t  a l .  ) (102). De m%ne, r6ceanment, les travaux de TADA et  

TADA (103)~ r 6 a l i s l s  i n  v i t r o ,  montrent une grande d ivers i tg  de 1s 8l5quen- 

ce 5'-terminale tandis  que l e  nucléotide i n i t i a l  reste identique. I l  sem- 

b le  cependant, q u ' i l  se ddgage une cer ta ine  prddominance des bases par i -  

ques. Cette remarque a d ' a i l l eu r s  et& m i s e  B p r o f i t  pour t en te r  de déter-  

miner des s i t e s  p r lv i lég i6s  de debut de synthèse. Faisant fonctionner 

v i t r o  l l A R N  polym6rase dlE. co l i ,  SUGIUKA e t  a l .  (104) ont trouve que - 
t r o i s  especes d i f fé ren tes  dtARN d6butant: par  l e s  s6quences pppApUpG--, 

pppGpUpA---, pppGpUpU---, sont synth6tis&ssous l a  di rect ion de l ' A D N  de 

la forme rép l ica r ive  du phage fd.  En absence du facLeur qlsigmafq, ils 

remarquent une d ive r s i t e  beaucoup plu8 grande dans l a  séquence 5'termincale, 

d ivers i td  qui s e  r6dui t  aux t r o i s  espèces précédemment observées ei le fac- 

teur "sigmr" est r6aasoci6 a l'enzyme. Il s e  confirme donc bien que ce fac- 

teur empéche un declenchement , au hasard, de l a  synthèse. 

4 - lCDENTIFICATIOhr DES SITES DE DECLEMCI-IEMEMT DE LA SYNTHESE - 

Rous avons vu prMdenanent que 1'ARN polym6rase se fixe 

sur l'ADN en des sites spiScifiques l i d s  21 une s6quence donde.  Cette 86- 

quence, r iche en bases pyrimidiques, devait avoir  son r e f l e t  dans I'ARN 

néorsynthitisé poss6dent une séquence 5'terminale r iche  en bases puriques. 

Cet te  hypothèse sans e t r e  infirmée ne peut pas ê t r e  complètement soutenue 

devant 18 d ivers i td  des séquences 5 ' termimles  observees. D'a i l leurs  il 

convient de noter que t r è s  r4cemment SZYBALSKI ( ~ l s u l t s p t s  non publi6s) (105) . 
a montre que, aur l e  phage , une cer ta ine d i ~ t a n c e  (60 ii quelque. 
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centaines de nucléotides) sépererait le site' de fixation de lfARM poly- 
m4rase (''Promotor site") du site de déclenchement de l a  synthèse ("~tart 

signal siteu). 

D - DEPLACEMENT DE L'ENZYME LE LOI33 DE L'ADM 

1 - FORMATION D 'UN IWBRIDE ADN-ARl.7 POLYMEWE -ART{ RAISSAPE 

Avec la croissance de la chaIne polyribonucléotidique se 

forme un complexe ternaire entre l'ADN, l'k2M polym6rase et: l'MT naissant. 

La stabilit6 de ce complexe est assurée par des lirisons 

"pont hydrogène" entre les bases de la chafne d'ADN et eellefde lfARM. Il 

est important de noter que cette structure resiste B l'action de la ribo- 

nucl6se pancrdatique (cf. p .  45 1. 

2 - CINETIQUE DE LA SYNTNESE IN V I E  

a - A faible force ionique 

Toutes les chahes sont amorcées pendant les quinze pre- 

**sres minutes (BREMER et al. (log ; MAITRA et al. (10 7.) ' ' ; RLCHARD- 

SON (108) et KRAKCW et al. (109)). BREMER et KONRAD (110) ont montrd que - 
la croissance de la chaine diminuait rapidement jusqu18 son arret. La 

vitesse de croissance est d'anviron une dizaine de nucléotides par ee- 

conde. 

b - A force ionique plus Blev6e 

Le déclenchement qfest plus limité au premier quart d'heu- 

re mais se prolonge pendant plusieurs heures. Ces caract6ristiques seront 

exploitées pour interprdter le mecanisme d'arrêt de la synthèse (cf. p. 2 9 ) .  

LE SENS DE LA SUrJTHESE 

Dans le processus de polym6risation des ribonucl6oside- 

5'Ltriphoephates, la shquence de llARN est déterminde par la complémen- 

tarit6 des bases avec le brin d'AD:.? transcrit suivant la conception de 



de WATSON et CRICK (111). 

L'addition des nuclLSosides triphosphates sur lfARI!l en 

croissance peut se concevoir de deux manières : 

- croissance dan8 le sens 3' -> 5 '  : 

5 ' 3' . . 5 ' ' ! 3' 

.... 
pppNo~'+@p~p - -- - - zoH -3 ppp~pxp ----- ZOH + P P ~  

- Croissance dans le sens 5' ,-) 3 

Deux consid6rstions importantes, qui guideront nos con- 

clusions personneiks, peuvent etre faites A l'examen dg ces formules : 

1') Dans le premier cas (3'  --) 5') (voir fig. 7 p.26 1. 
- le nucléoside 5'-triphosphate terminal est de na- 

ture variable selon le dernier triphosphate incorpord. 

- 1s siSuence 5'-terminale doit étre sous la dêpen- 
dance de 1'ARN polym8rase. 

2') Dans le seoond cas (5 '  ---) 3 ' )  (voir fig. 8 p.27 1, 
- le nucléoside 5'-triphosphate doit fatre le m h e  

tout au Ion8 de la synthèse ; 

- le séquence 3'-hydroxyle terminale est imbriquée 

dane le complexe ADEJ/ARN polym6rase. 

Panni tous les travaux qui ont permis de ddtenniner le 

sens de la transcription, nous citerons les plus probants. Ils s'accordent 

21 proposer un sens unique de transcription de 5 '  vers 3'. 11 est interessant 

de-;noter, d'ailleurs, que c'eat aussi le sens de lecture de llARId messager. 

a - Determination du sens de transcription par l'incorpora- -- - 
tion de 3 '-dtIs-yad6noaine-5 Uriphoqhate (3 '-~ATP) 

Utilisant 1'ARR polym8rase de Micrococcus Lysodeikticus --, 
SHIGEURA et BOXER (112) ont montré que le 3'-dATP inhibait la synthese des 

ARM puisque la liaison 3 '  8-3 5' phoaphodiester ne pouvaitpas.sLi faira.En 
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Fi~ure no 7 : Polyrn6risotion hypothetique de ltextrénit6 3' vers 

11axtrêmitt5 5 ;  des ribonuci40si&-5~-triphosphrtu par lKm poly~nymhrase 

sous la direction de l'ADN. 
;li L [  0 



dN- - -dM-dN 
I ADN 1 1  l I 

i 

3' 

/ 

ADN 

sure no 8 : Polymdrisatian de 11extrhie6 5'  vers ltautrihit6 
3' den ribonucl~os~de~5~-triphosphates par I'AXN polp&rase sous l a  di- 

rection de l'ADN. 



R'" I .  -5 
8 I ' 8  

8 8 

outre, dans le produit d'hydrolyse alcaline de llARN dont la synthese 

a été bloquée, toute la radioactivité est pratiquement présente dans 

la fraction nucléosidique. 

+& 
pppXp ----- XOH + 3 '-dATP marqué 

*. 
pppXp ----- XpAH f PPi 

\ 
I 1 

1 .:k 
pppXp f nucldosides i . AH 

L'addition des nucléosides triphosphates se fait donc sur llextrQnité 

b - Dêtermination du sens de transcription par lfincorpora- 
t ion de nuc léoside-5 -triphosphate marqué par 3 ~ .  

Le sens chhique de la synthèse de llARN in vitro contre 

l'ADN du phage T4 a été d#knomm5 par BREPER et KOPRAD (113) . L'ATP 
S'-terminal de la chatne n1 eot. .  spécifiquement marquée que si l'in- 

3 
corporation de lfATP- H a 6té faite dès le début de la synthhse. 

c - Détermination du sens de la transcription par l1incor- 
aoration de nucléoside-5 ' -triphosphate marqué sur le 
phosphoryle en 8 . 

Des expériences avec llARN polymérase dlE. coli et différents 

ADN ont confinne le sens de la transcription de 5' vers 3 ' .  Notamment, 

M.4ITR.A et HURWITZ (114) ont montré que la radioactivité dtait spécifique- 

ment liée B l'extrémité 5'-terminale lorsque la synthèse était tout d1a- 

bord déclenchée avec des nucléosides triphosphates marques puis poursui- 

vie avec des nucléosides non marqués. 
*u 

C'est pour tenter dlélucider le sens de la transcription 

in vivo chez les Eucaryotes que nous nous sommes attaché à determiner 



l'extrémité 5'-terminale des ARN rapidement marqués dans les cellules 

HeU.et iG at dann leo callulao de foie de Rat. 

4 - .&YMETRIE DE LA TRANSCRIPTION 

Sachant que la transcription s'effectuait sur un seul brin 

de l'ADN, la question s'est poséede savoir si une seule chaine privilé- 

giée servait à la formation des ARN ou si les deux chatnes pouvaient être 

copiées. 

Par la technique des hybridations, MARMUR et al. (115) ont 

montré chez le phage SP 8, que seul, le brin d'ADN le plus riche en bases 

pyrimidiques était complémentaire de llhRM nouvellement £orné.  a autre part 
même en large excès, il n'est pas possible d'hybrider plus de 50 p.100 

dlARN avec l'ADN chez les Bactéries (Mc CARTHY et BOLT(SN)(~~~). En outre, 

tous les ARN cellulaires, stables ou h haute vitesse de renouvellement, 

sont des mol6cules monocat4irires qui ne peuvent s'hybrider entrklles ; 

ils n'ont donc pas pu être cod6s par deux chatnes complémentaires d'ADN. 

Cependant, dans de récents travaux, COHEN et HURWITZ (117) ont démontré 

que les deux chafnes de l'ADN du phage ,'\ servaient de moule in vivo. 

Actuellement, il est donc possible d'émettre l'hypothèse 

d'une synthèse asymétrique qui impliquerait la copie des deux brins de 

l'ADN, bien que pour un tronçon donné une seule fibre soit transcrite. 

E - A l U T  DE LA SYNTHESE - LIBERATION DE L'ARN NEQSYNTHETISE ET DE L'ENZYME 

A €orce ionique Blevée, la synthèse de 1'ARN se poursuit 

pendant plusieurs heures. Il se synthEtise des molécules plus longues que 

leurs équivalents in vivo. Le signal d'arrêt ne semble donc pas respecté 

in vitro, et l'enzyme n'est d'ailleurs pas lib6rke. 

Le mécanisme mol6culaire de la "terminaison-1ibération"est 

encore mal connu. 

selk KRAKQW (118) et 2GITRA et HURWITZ (1191, il se pour- 

rait que llARI;T lui-même inhibe l'action de llARN-polymérase par glxation 

compOtitive sur le site propre 3 ~'ADN. Ce mécanisme permettrait de 

comprendre l'action stimulatrice de la ribonucléase ou de la forse ionique 

élevée qui, en détachant artificiellement lfARN naissant du complexe, em- 

pecherait cette inhibition. 



11 est aussi prabable qu'une séquence sp6cifique de l'ADN 

soit un signal d'arrêt. En accord avec cette hypothsse, YAITRA (120) a 

récemment identifi6 le nucléoside 3t-011 terminal des ARN libérés lors 

de la polymérisation in vitro : il s'agit principalement , sinon exclu- 
sivement, de l'uridine. SUMMERS et SZYBALSKI (121) ont par ailleurs mon- 

Li-------l.- 
tré que l'arrêt de la synthèse se produi~QQ&fréquemment quand le poly 

dG.dC ou le poly dA.dT && transcrib in vitro. Les difffrences entre 

l e  synthèses in vitro et in vivo ont conduit ROBERTS (122) B dgcouvrir 

dans la fraction soluble d'extrait de E. colt un facteur qui crée l'arrêt 

spécifique de la transcription et provoque la liberation de llARN. Ce 

faca Jr, appelé "rho", est une protéine de masse moléculaire avoisinant 

200.000. Ajouté lors des synthèses effectuées in vitro sur le phage h , 
il rdgule llarrft de la synthèse et confsre aux ARN une taille homogène 

et semblable B celle des ARN transcrits in vivo sur le même modèle. Il 

pourrait agir en se fixant sur llARN naissant et provoquer son detachement. 

11 est aussi possible qu'il modifie la structure spatiale de l'enzyme et 

lui permette de rcconnattre les sBqrienceo de l'ADN codant pour une fin de 

synthèse. 

II - REGULATION DE LA TRANSCRIPTION 

Quantitativ.rnent, et surtout qualitativement, l'activité 

de llARN polymérase in vitro est de loin inférieure B son activit6 ob- 

, servée in vivo. Après avoir rappelé bri2vement: les donnBes acquises chez 

les Procaryotes, nous exposerons les connaissances actuelles de la régu- 

lation de la transcription chez les Eucaryotes. 

A - REGULATION CHEZ LES PROCARYOTES. 

Ln connaissance des divers contrales exercés sur la trans- 

cription a pu etre établie par des études genétiques menées sur les Pha- 

ges, Bactéries et leurs mutants. 11 apparaît actuellement que cette YB- 

gulation, en fait très complexe, soit due à l'action concomirtante d'ac- 

tivateurs (contrôle "positif") et: d'inhibiteurs (contrôle '~négatifv') agis- 

sant directement ou indirectement sur le declenchement de l'activité poly- 

mérasique. 



Outre la régulation exercée sur le processus m&ne de déclen- 

chement de la synthèse, il existe, selon l'hypothèse proposee par STENT 

(123), un couplage entre synthèse protéique et syrLthèse dlARN. Le groupe 

de NIREMBERG ( B Y ~ N E  et a1.)(124) a pu mettre en évidence, in vitro, un 

complexe dans lequel le ribosome Qtait déjà attaché à lfARN messager alors 

que celui-ci était encore li6 à l'ADN, la transcription n'étant pas termi- 

née. De plus, in vivo, il y a une corrélation entre la quantité de riboso- 

mes présents dans une Bactérie et la proportion dlARN messagers synthétisés. 

L'hypothèse de STENT (125) proposant un couplage entre synthèse protéique et 

synthèse dlARM se vérifiait donc. 

Utilisant le systgme de synthèse protéique associé à la 

transcription de l'ADN du phage T 4 ,  NRONO, RQWIERE et GROS (1261, REVEL 

et GROS (127) ont recherché s'il e2:istai.t un effet des ribosomes sur la 

transcription. Ces auteurs ont montré que si l'addition des ribosomes seuls 

n'avait aucune influence, l'action conjuguée d'une protéine particulihre 

(le facteur "c") et des ribosomos (plus particuli8remenë la fraction 30s) 

provoquait, au contrlrire, une forte stimulation de la transcription. 

B - REGUUTION CHEZ LES EUCARYOmS 

Le système de régulation est beaucoup plus difficilement 

abordable chez les Eucaryotes. En plus d'un contrale direct au niveau 

de la transcription, commeT dans les systèmes bactériens, 1'ARN doit 

lstre transporté de son site de synthgse, - le noyau-, juspyfà son lieu 

d'utilisation, - le cytoplasme-. 
Le fait le plus caractéristique est qu'il se synthétise, dans 

le noyau, des chatnes dlARN beaucoup plus longues que celles finalement 

utilisées dans le cytoplasme. Qu'il c ' @ j r e  des ARN ribosomaux ou 

messagers, ou solubles, tous sont issus de molécules de tailles plus éle- 

vées, associées dès leur synthèse à des protéines,-sauf dans le cas des 

ARNt-vqui joueraient à la fois un rOle de transport et de protection de 

1 ' ARN . 

1 - FOaMES CONJUGUEES DANS LE NOYAU 

a - Particules ribonucléoprotéiques, précutseurs ribosonaux. 
Les ribosomes sont des REJP formks principalement pa-r 1' asso- 



ciation de proteinee B deux types dfARN, l'AR?? 23S et llAFü? 1US. 

Cepraieof, dam le nucléole, c'est une molécule geante dfARN de type 

ribosomal qui est synthétisée et sera clivée ensuite. Cet ARN 45s 

est associé a des protéines pour former une particule Rl?P de coeffi- 

cient de sédimentation égal SOS iSCHERRER et a1.(128) ; .KERRY et al. 

(129) ; WARNER et al. (130) ; SHANKAR et al. (131) ; LMU et PERRY - 
(132). 

b - Particules ribonuc18oprotéiques, précurseurs d'AM messagers, 

S W I P J A ,  ASRïYAN et GEORGIEV (1965)(133) ont montre que 

les d-ARN synthétisés dans le noyau de foie de Rat se combin-t dès 

leur synthèse il des particules de protéines spécifiques : Les "inforno- 

fères". Ces protéines joueraient un r61e de protection mais aussi de 

régulation dans la dégradation ultérieure des ARN. Elles pourraient 

aussi avoir une action plus directe sur la transcription en jouant un 

r81e semblable B celui qui est exercé par les ribosomes chez les Pro- 

caryotes. Ces d-RNP sont ensuite clivées et une partie seulement (moins 

de la moitié) passe dans le cytoplasme, le reste étant dégradé dans le 

noyau. 

Des structures analogues ont &té mises en évidence dans 

différents hboratoires, soit à partir d'extraits de noyaux de foie de 

Rat (I.ZOULE *& al, (134) ; PARSOES et Mc Carty (135) ; ISHIIUWA et al. 

(136) ou sous forme de particules spontanément diffusibles de ces noyaux 

(DEFERT-KOBUS, KERCMRT, SEGARD et MON TREUIL)(^^^). Des particules RNP 

semblables ont été étudiées il partir d'autres tissus : cerveau de Rat, 

(STEVENIN, MANDEL et JACOB) (13; ) ; thyro2de de Mouton (CARTOUZOU, POIREE 

et LISSITSKY) (139). 

2 - FORMES CONJUGUEES DANS LF, CYTOPLASllE 

Les complexes de rRNP et de dRNP, après avoir subi une r4- 

duction de taille, passent au travers de l'enveloppe nucléaire et se 

retrouvent dans le cytoplasme. 

a - Précurseurs ribosomaux 
SCHERRER et al. (140) et PERRY èt al, (1'1) ont observé que 

le précurseur 45s des rRNA était dégradé B plus de 50 p.100 dans le noyau. 



et que seuls passaient dans le cytoplasme les ARN 28s et 18s sous la 

fonne de particules 60-65 S et 40-45s pour former les nouveaux ri3o- 

somes . 

b - Préourseurs des ARN messagers. 

O(- Formes conjuguées inactives 

1°) Chez les org;_anisms embryonnaires, des cellules 

énuclédes peuvent poursuivre le processus de la division cellulaire et 

cont.faaant donc à synthétiser des protdines (HARVEY) (142). On peut 

penser que 1'ARN-n existe dans le cytoplasme sous une fonlie de réserve. 

Il revient à S P I R I N  et al. (143) d'avoir, le; premiers, ez 1954, mis en 

évidence des associations de protéines et ~'ARN de type messager dans 

l'embryon de Misgurnus fossilis. 

Ces particules de ribonucléoprotéines sonc de tailles 

très différentes (20s - 305 - 40s - 50s - 55s - 65s - 755 et 90s - 
LOOS - 110s) mais possèdent toutes, outre la propri6té fondamentale d'être 
une association M N  m-protéines, des propriétés physico-chimiques préci- 

ses, différentes des ribosomes et des polysomes (densité : 1,40 ; pourcen- 

tage de protéines : 80 p.100). 

Rappelant leur r61e de transporteur de l'information géné- 

tique, ces particules furent nm10es 8informosomes". S P I R I N  et IWIER (144) 

puis INFANTE et NEMER ( 1 4 5 )  ont caractérisé des structures identiques 

dans des cellules embryonnaires diverses. 

2') Chez les organisnes diff6renciés. Dès lors, de nombreux 

auteurs s'attachèrent à identifier des particules semblables dans des or- 

ganismes différenciés. Ces particules furent caractérisées dans des ex- 

traits cytoplasrrt~ues de cellules HeLa (MC CONKEY et HOPKINS (146) ; 

PERRY et KELLEY (147) et de foie de Rat (HENSWIJ et W F L U  (1481, SAMARINA 

et al. (149)). Dans ce cas, les ribonucl6op~ntéines ne présentent plus la 

diversité de taille observée chez les cellules embryonnaires mais ont 

toutes une constante de sédimentation avoisinant 45s. 

- Formes c o n ~ 6 e s  - actives 
Des rôles divers peuvent être attribuéç à ces ribonucléo- 

protdines de type"informosome". Representant une forme Ge protection contre 



les actions des nucléases, elles seraient une forme de stockage de 

1 ' information génét ique . Des travaux de MAN0 et NAGANO (150) (15 11, 

ont montré que l'activation des AIIN maternels (porteurs de l1infor- 

mat ion g6nétique) présents dans le cytoplasme des cellules embryon- 

naires se fait par l'action d'une protéase agissant conme la tryp- 

sine ("trypsin-like factor"). 

En outre, il est possible que ces protéines puissent 

jouer un rôle dans le contrale de la lecture de 1'ARN messager. 

3 - CONCLUSIONS 
a 

GEORGIEV (152) a récemnent proposé une hypothèse g6né- 

rale de la régulation de la transcription chez les Eucaryotes (voir 

fig. 9 , p. 35). Selon son modkle, les cistrons contenant les génes 

de structure sont localisés dans la partie distale de l'opéron ton- 

dis que la partie proche du promoteur contiendrait les séquences 

d'ADN capables de fixer les protéines de régulation de la synthgse. 

Ces protéines pourraient être, d'une part, certaines 

histones dont l'affinité pour l'ADN serait telle qu'elles formeraient 

un complexe indissociable et empecheraient le déplacement de l'MN 

polymérase. Ces histones joueraient un raie primordial dans le blo- 

cage définitif de llexpression de certains gènes lors de la diff6- 

renciation cellulaire. 

Ces proteines pourraient &tre, d'autre part, des pro- 

téines non histoniques, analogues au répresseur mis en évidence chez 

les Procaryotes par GILBERT et MULLER-HILL (153)( lS&) en exerçant .w 
contrôle n6gatif de la transcription. 

La différence fondamentale entre la situation observee 

chez les Procaryotes et chez les Eucaryotes résiderait dans la lon- 

gueur de cette zone de régulation et dans la diversité des différents 

répresseurs. Certains sites (ai, af) communs à toute une classe de 

gènes seraient bloqués par un m b e  rgpresseur. D'autres sites (an), 

plus spécifiques, apporteraient une ré~lation "plus fine" . 
GEORGIEV et son équipa ont récemment apporté quelques confirma- 

tions ?I ce modèle en montrant : 

- que l'extrhité 5' des dARN géants possède un taux 

d'hybridation plus élevé que le reste de la mol6cule, ce qui confirme 
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Fi~ure no 9 : Modéle propos6 par GEORGIEV (voir p. 34 et rdf .  152) 

de la rQgulation de la transcription chez les Eucaryotes. 



la présence de séquences hautement répétitives dans la partie pro- 

ximalede l'opéron (nombreux sites al, a2) (RYSKOV et ai1.)(155). 

- que la partie de ces d-ARN géants qui passait dans 
le cytoplasme (zone contenant le message pour les proteines de struc- 

ture) se trouvait-' localisée du coté de 11extrémit6 3'-OH (COUTELLE 

et al. ) ( l f 6 ) .  - 
Cette hypothèse est particulièrement attrayante car 

elle présente un modèle très général de la régulation de la trans- 

cription chez les Eucaryotes, valable pour toutes les classes dtARN 

transcrits : messagers ou ribosomaux. 

L'étude des hybrides naturels ADN-ARN, formes in vivo 

lors de la transcription, permet de connaztre, nu niveau nioléculai- 

re, les détails de la polymérisation des ribonucléotideo. 

De nombreux auteurs ont consacré leurs travaux 3 l'ex- 

traction et & 116tude de telles structures. M I L B R  et al,, en 1969- 

1970 ( 15 7) ( 23 2 )  sont parvenue 21 observer au microscope électronique 

ces complexes représentant le "gEne en action". 

HYBRIDES DES PROCCLR'lOTES 

Les premieres tentatives d'extraction de ces complexes 

ont 4té réalisées à partir de cultures dtE, coli infect6a~par le 

phage T p  par SPIEUELMAN et al, (159; qui utilisbrent le mélange 

chloroforme/alcool isosuuyï.ique en présence de dodécyl sulfonate de 

sodium (sDs) . Cependant, les quantités obtenues étaient malbeureu- 
sement insuffisantes et des travaux semblables menés par KOMRAD et 

STENT (16~) n'ont pas ét6 plus fructueux. 

HAYASHI et HAYASHI (161) ont repris ces travaux en 

isolant l'hybride ADN-ARN par le SDS-phénol-chloroforme à partir 

d k ,  d i  infect6 par le phage %x-174. Cette structure fut alors 
L 

étudiée en détail. Ils montrbrent que 1'ARN associ6 à l'ADN était 

résistant 21 l'action de la ribonucléase, et que le complexe se 

dissociait sous l'action de la chaleur ou de la formainide (rupture 



des pontsl%ydrogène"). La longueur du brin dlARN hybrid6 fut &va- 

luée une cinquantaine de nucléotides (3 à 3,5S). Enfin, ce com- 

plexe n'était pas un artéfact puisque, même après 70 heures de m6- 

lange à haute force ionique, llARM rapidement parqué n'était pas 

associé avec l'ADN (deux pics distincts lors de ln centrifugapion 

en gradient de densité de sulfate de césium). 

Chez les Bactéries (E. coli, Staphylococcus aureus, 

Micrococcus lvsodeikticus), TONGUR et al. (162) ont mis en 

évidence un complexe identique dont la structure est préservée 

par une protéine qu'il soupçonne d'être llARN polymérase elle- 

meme. LIARN peut être d6taché de l'hybride par chauffage ou sous 

l'action de 11ur6e 6M, son coefficient de sédimentation moyen est 

de 7,SS. La quantité dlARN représente 10 à 15 p.100 de l'ADN et 

2 à 4 p.100 de la totalité de ltARN cellulaire. Sa composition en 

bases ressemble plus à celle de llARN total qu'elle ne réflète celle 

de l'ADN. 

Enfin, très récemment, STBNINGTON et PZTTIJOHN 

(163) ont isolé l'ADN dlE. coli sous le forme d'une structure com- 

pacte (3200s) contsaant de petires quantités dlARN nouvellement 

synthétisés et de protéines caractérisees comme 6tant llARN poly- 

LI - HYBRIDES DES EUCARYOTES 

Des hybrides naturels ADN-ARN ont gté mis en évidence 

chez les Eucaryotes. A partir de la fraction microsomale (sédimen- 

tation sous 105.000 g) de Neurospora crassa, SCHULMAN et BONNER 

(1962)(1U+) ont obtenu un complexe ADN-ARN par une extraction eÉ- 
q e  sad.iu 1 

fectuee par le mélange de déaoxycholate éf de %loroforme-alcool 

isoamylique. En se fondant sur les courbes de dénaturation thermi- 

que, sur la centrifugation en gradient de chlorure de cesiun (di- 

minution de densité du complexe après l'action de la ~ ~ a a e )  et 

sur la sensibilité la DNase, les auteurs pensent qu'il s'agit 

d'un hybride contenant deux brins d'ADN et un brin dfARk?. 

Un complexe ADN-kaIl a aussi été isoli par MEAD (1954) 

(165) par une methode semblable à partir de Drosophila melanonaster. 

Le rapport ADN~ARN est, dans ce cas, égal à deux. 



Dans l e s  ce l lu les  de l1h6patme asci t ique,  MANDEL e t  B O N G ~ W S M ( ~ ~ ~ ~ )  

(166) ont u t i l i s é  l e  SDS suivant l e  procédé de U Y  (167), e t  le phénol 

(BORKWSKA e t  a l .  ) (168 ) . Ils obtiennent par chromatographie sur colonne 

M U  (méthyl-albumine ~ i e s e l ~ u h r )  deux fract ions  contenant B l a  fo i s  1' 

~'ADN e t  l lARN,  q u ' i l s  d6noxmnent hybrides naturels  e t  qui ont des pro- 

p r i é t é s  rn6taboliques dif ferentes .  

IE-R e t  SENCER (1965) (169) ont é tudié  un complexe 

ADN-ARN i so l e  de Chlorella après un marquage court  par le radiophos- 

phore. La composition en bases de ltARN néosynth4tisé suggère, selon 

l e s  auteurs, qu'une seule  chatno de I'ADN s e r t  de modèle B la polyméri- 

sa t ion  des ribonucléotides. 

WILKINSON e t  KIRBY (1966) (170) ont,  semble-t-il, obtenu 

un complexe ADNTARN à p a r t i r  du fo i e  de Rat s a in  e t  k6patomateu2, au 

moyen du 4-tno-salycilate de sodium e t  du ph8nol. Ce complexe e s t  

legerment  sensible à l a  RNase, Par une méthode semblable, \?ATSON e t  

R A U H  (1967)(171) ont i s o l e  un ARN associé B l 'ADN dans l e  cas de cel- 

lu5es de Sarcome 180. 

Dans l e  cas de ce l lu les  Hela, fa lean t  appel au mélange 

SDS-chloroforme-alcoo1 isoamylique, LEVIS,  KRSMANOVIC e t  ERRERA (1967) 

(172) ont pu mettre en &idence un ARN rapidement marqué associ4 B l'ADN. 

RBcemment dans notre laboratoire,  KRSMANOVIC, SEGARD e t  

MONTREUIL (1968) (173) sont  parvenus B i so l e r  un complexe ADN-ARN du 

fo ie  de Rat par  une methode semblable. L'action de l a  force ionique, 

l a  dissocia t ion par l a  chaleur e t  l a  formamide, l a  rés is tance p a r t i e l l e  

2t la RSLW ont montre l ' a c t i on  prtSpond4rante des l i a i sons  ponts llhydro- 

gène" dans l a  s t a b i l i t 6  de ce complexe (SERGEANT e t  a l .  )(174). 

AVADHANI e t  al. (1970)(175) ont i s o l e  e t  montré qu'un t e l  

complexe ADN-ARN e x i s t a i t  chez Euglena n rac i l i s .  En outre,  ce complexe 

stimule fortement l ' incorporation des amino-acides dans un système acel- 

l u l a i r e  dfE. c o l i  (AVADHANI e t  a l . )  (176). Il convient ceprO$at d '8 t re  

prudent quant à 18in te rpr6 ta t ion  do ces rd su l t a t s .  

Rnfin, GAITSKHûKI e t  a l ,  ( 1 9 ~ )  (177) ont i s o l e  de nitochon- 

dr ies  dfhépatocytes de Rat des ccnnplexes ADN-ARN qui stimulent auss i  l a  

synthèse protgique dans un sybtème &cel lu la i re  de fo i e  do Rat. Les au- 

teurs  distinguent deux types de complexes selon l a  s t a b i l i t é  des l iai-  
sons ADN-ARN l o r s  du passage sur colonne MAE. Ces 



complexes peuvent ê t r e ,  notamment, obtenus à p a r t i r  de l a  membrane. 

C'est  sur  116tude de ce mater ie l  quc nous avons fondé 

nos travaux. A p a r t i r  du complexe ADN-ARN, - dont l e s  propriét6s 

physico-chimiques ont é t é  plus part iculierement dtudi6es par SERGMNT 

(178)(179) -, nous avons t en té  : 

- de mettre en évidence 11extrémit6 5t-temilfnale de 

llARN en voie de synthèse, 

- de déterminer l ' ext rémité  r é s i s t an t e  3 l ' ac t ion  de 

la RNase, 

- de t i r e r  des conclusions quant au sens de la  trans- 

c r ip t ion  i n  vivo dans l e  cas de ce l lu les  de Mammifères. 



TRAVAUX PERSONNELS 



1 - MARQUAGE DES ACIDES NUCLEIQUES PAR DES PReCURSEURS 

RADIOACTIFS. 

A - MARQUAGE DES CELLULES 

Les cel lules  Heln e t  les  cel lules  KB qui nous ont  servi  

de n a t é r i e l  ont é t é  cultivees B 37OC en couches monocellulaires, dans 

des boites de ROUX contenant 80 n l  du n i l i eu  suivant (milieu 9 10) : 

MgS04 , 7 H20 

Na2W4H, 12 H20. 

'(H2P04 
Rouge phénol 

Hydrolysat de lactalbumine 

Extrai t  de levure 

Glucose 

cac l2 

Pénicil l ine 

Streptomycine 

Sérum de Veau 

Nous avons u t i l i s e  des ce l lu les  &$es de 36 heures a f in  d'a- 

voir un nmbre suff isant  de cel lules  en phase exponentielle de croissance. 

Une bot te  de ROUX, dans ces conditions contient en noyenno 2 B 4 x 10 
7 

cel lules ,  

Le narqwge des ce l lu les  intactes  e s t  effectué en presence de ; 1 
3 5 p C i  de H-8-guanine par m l  de n i l ieu  de culture 
3 5 ?Ci de H-8-adénine par nl de milieu de culture 

%, , 
3 5 C i  de H-5-uridine par n l  de n i l i eu  de culture r 

4 p C i  de 32p-orthophosph~te par ol de milieu de culture. 

pendant 16 heures dans l e  milieu indiqué ci-dessus. 



Aprss l'incorporation, le natériel est refroidi par le 

melange glace-eau, le nilieu radio-actif est éliminé puis remplacé 

par du milieu EAGLE (nilieu $ 10 sans sérun de Veau) prdalablement 
naintenu ii 4OC. Le détachement des cellulea est effectué par agitation 

de la boîte de ROUX en présence de billes de verre de 2 nn de di&- 

tre, dans le nilieu EAGLE. 

Le sédiment cellulaire obtenu par une centri£ugation 

de 5 ninutes h 1000 t/mn est ensuite lavé une fois dans le nilieu de 

EAGLE puis centrifugé nouveau, B la néne vitesse. 

B - MARQUAGE__D_ES-gPATO-WTE_S DE RAT 

Des rats dles figés de trois nois laissés B jeQn pendant 

4 heures (eau 2i discrétion), reçoivent une injection intrap6rironéale 

de 2mCide radiophosphare neutralise par une solution de bicarbonate. 

Après une incubation de 14 heures i jeQn, les rats sont sacrifies par 

décapitation et les foies prélevés. 

II - ISOLEMENT DES NOYAUX DE FOIE DE RAT - 
Les foies sont lavés dans une solution 0,25 M en saccha- 

rose à 4OC, broyes finement et hmogénéisés B O°C dans 20 volumes d'une 

solution 2,2 M en saccharose et 3,3 mM en acétate de calcium (CHAUVEAU 

et al.) (180). L1honogénat est centrifugé dans le rotor 21 de lfultra- 

centrifugeuse prdparative Spinco L2-65B 21 20.000 t/mn pendant 60 mn à 

4OC. Cette méthode permet d'obtenir un sédiment de noyaux de haute pu- 

reté. - 
XII - E X T R m A  ACIDES PAR LE MEIANGE 

SDS /CHLOROFORME /ALCOOL ISOAMY LIQUE. 

7 Le s6dinent contenant 5 B 7.10 noyaux de foie de Rat par 

nl (ou 2 h 3 x 107 cellules) est mis en suspension dans 15 nl de la 

solution suivante : 

Tris/~el 0,01 El ; pH 7,4 
NaC 1 0,3 M 

Citrate de sodium 0,03 M 



EDTA 0,001 M ; pH 7,4 

Bentonite 1 ng/nl 

Les noyaux (ou les cellules) sont lysés par addition de 

dodécyl-sulfonate de sodium (SDS ) recristallisé (CRESTFIEZS et al. ) 

( 181), jusqulB une concentration de 1 p. 100 (solution stock de SDS 

10 p.100 dans l'éthanol h 50 p.100). Après une agitation de 15 ninu- 

tes B 4OC, le lysat est additionné d'un volme égal du nélange chlo- 

rofonne/alcool isoamylique (35:10) (v:v) et l'agitation poursuivie 

pendant 45 minutes à 4OC. Ensuite, le lysat est centrifugé 10 ninutes 

à 10.000 g et la phase aqueuse est extraite une seconde fois par le 

mélange chloroforne/alcool isomylique, sous agitation pendant 15 mn 

il 4OC (LEVIS et al. )( 182). Les fibres contenant l'ADN et 1'ARN sont 

recueillies 3 partir de la phase aqueuse finale par addition d'un 

volune dgal d'éthanol absolu et enroulées sur des bagpettes de verre. 

Les acides nucléiques peuvent être conservés pendant une semaine dans 

l'éthanol 3 67 p.100, à - 20°C (voir fig. 10, p. 44). 

IV - FRACTIONNEMENT DES ACIDES NUCLEIQUES 
A - FRACTIONNEMENT DES ACIDES WCLEIQUES PAR SEDIMENTATION EN GRADIENT 

DE SULFATE DE CESIUM, 

La solution de Cs SO (densité moyenne = 1,535) contenant 
2 4 

duTris/~Cl 10 mM et de lfEDTA 1 ri24 est ajustée a pH 7,4 par de la po- 
tasse 0,3N. Les gradients de 3,s ml contenant 400 à 800 r g  d'acides nu- 

cléiques bruts sont centrifugés dans le rotor SW 39 de llultracentrifu- 

geuse Spinco L2-65B à 33 000 t/m pendant 72 heures il 20°C ou 35 000 

t/m pendant 60 heures dans le rotor SW 40. A la fin de la centrifugation, 

chaque gradient est divisé en fractions Bgales, chaque fraction est en- 

suite diluée 3 1 ml. 

Des quantités de 300 B 400 yg d'acides nucleiques sont 

dissoutes dans 1 ml de tampon de composition suivante : 

~ r i s / ~ ~ l  0,01 M ; pH 7,4 

NaC 1 0,3 M 



PrClèvement des foies de Rat Culture de8 cellules 

Broyage, et homog6niisation Refroidiu8ement et rinçage 
( 2 . 2 ~  8accb.rose, 3.3M c & c ~ ~ >  par du milieu EAGLIS 

J 
SBdfmtnration des noyaux 

J, 
SBdimntation de8 celluler 

(40 000 g - 1 heure) (100 8 - 5 minutes) 
4 4 

NOYAUX CELLULES 
-TEX - - - - - - - a---- - -- - -œ 

S U S P E N  S i  ON d u  noyaux (ou cklules) dans le tampon de force 
fon'fque 0,48 et de pH 7,4 (Tris L M ,  SSC, EDTA lm, Benkrnite 1 mg/ml). 

L Y S E  pur le SDS 1 p.100 e t  agi&tioa da 15 mn 

E X T R A C T I O N  der acide8 nuclliques par addition d'un volume Çgal 
du m41a"ngri ctiloroforma/alcaol iroamylique (35:IO) (v:v). 

S E P A R A T I O N  des phares par centrifugation B 10 000 g (lOmn) 

Phaae organique 
(fnfdrieure) 

Phase aqueuse (sup6ri mure) 

Ilciouvelte extraction par le mélange 
chloroforme /alcool isoamyliique 

J 
~éparat îon de8 phares 

A Phaoe organique Phase aqueure 

PRFÇIPITATIOfi des 
<somptexas ADNIARN par 
addition d'un volume 
d'dthubol absolu. 

Figure no 10 t Extraction des complexer ADN-ARN. 

Toutes leu opbrations sont mendes rà + 4%. 



citrate trisodique 0,03 M 

EDTA 0,001M ; pH 7,4 

et dép0s6es sur un gradient linéaire de sucrose de 5 21 20 p.100 dans 

le m h e  tanpon. Les centrifugations sont effectuées dans le rotor 

SW 25 de la Spinco L2-65B B 24 000 t/m pendant 16 heures B 4'C. 

Des fractions de 1 al sont collectées à la fin de chaque centrifugation. 

PRECIPITATION SUR FILTRE DU COMPLEXE ADN-ARN 

Les fibres d'acides nucléiques sont dissoutes dans le 

tampon 2 SSC de composition suivante : 

NaCl 0,3 M 

Citrate trisodique 0,03 M 

La solution est ensuite nise à dialyser pendant 24 heures 

contre 2 litres de la solution suivante : 

NaCl 0,3 M 

Citrate trisodique 0,03 M 

Na2HP04 0,02 M 

ajust6e 3 pH 7,5 par l'acide orthophosphorique. L1adialysat est ensuite 

précipité par de 1 ' acide trichloracétique 10 p. 100 pendant 15 minutes 
B O°C, recueilli sur filtre de papier Whatman GF 83 et lavQ abondamment 

par de l'acide trichloracétique dilué (0,03 p. 100). 

V - TRAITEMENT DES ACIDES NUCLEIQUES 

A - ACTION DES ALCALIS 

1 - MODE D'ACTION 

Les ARN contenant une extrémité 5'-triphosphate peuvent 

être schémtis6s ?.e la façon suivante : 

 hydrolyse alcaline coupe les liaisons phosphodiesters du 

c8té 5' et liber@ pour une chatne contenant n ribonucl6otides : 



un résidu de nucléoside-S'-triphosphate, 31-uonophosphare 

(n-2) résidu de nuc160side-31-monophosphates. 

un résidu de nucléoside 
1 1 l 

2 - MODE OPERATOIRE 
Enployant les n&nes conditions que BREMER et KONRAD ( 1831, 

l'hydrolyse alcaline est effectuée par l'action de la posasse 0,3N, à 

37%, pendant 16 heures. La réaction est arrêtée par refroidissement 

à O°C. 

B - ACTION DE Ln RIBONUCLEASE PANCREATIQUE 

1 - PRINCIPE 
La RNsse pancr6atique coupe sp6cifiquement les liaisons 

des nucléotides pyrimidiques des ARN monocaténaires. Elle libère donc 

des oligonucléotides composés d'enchafnements de. nucléotides puriques 

possédant en position 3'-terminale un nucléotide pyrimidique. Elle est, 

en outre, inactive sur 1'ARN engagé dans l'hybride ADN/ARN par des liai- 

sons "pont hydrogène1' conne il est schématisé dans la figure 1.1 p.47 . 

2 - MODE OPERATOIRE 

La ribonucléase pancréatique (polyribonucléotide-oligonu- 

cl6otide-transférase, EC 2.7.7. U signa) dissoute dans le tampon citrate 

de sodium 0,015 M, NaCl 0,15 M, pH 5 (SSC), à raison de 5 mg/ml, est 

chauffée h 80°C pendant 10 mn pour éliminer toute trace de désoxyribo- 

nucléase. Ainsi pr6par6e, la ribonucléase est utilisée 2 raison de 25yg 

par 100 yg d'acides nucléiques sans toutefois descendre au dessous de 

10 v g  par ml.  h hydrolyse est effectuée pendant 45 nn, B 27OC, dans une 

solution de citrate de sodium 0,03M, NaCl 0,3 M (2 SSC) ajustée à pH 7,4. 

La réaction est arrêtée par refroidissement 0°C et par addition d'a- 

cide trichloracétique à 10 p.100. 
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Bizure no Il : Action de la rfbonucléase pancrbatique sur 

l'hybride naturel ADN-AiCV naissant. 

A gauche : D2as lthypoth&se d'une croissance de la chazne d'&Y de 5 '  
,.,J5 vers 3'. ~ l \  ~ f .  

A droite : Dans l'hypoth&;e d'une croissance de la chafce d'AR3 de 3' 
vers 5 ' .  

O 
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C - DENATURATION DU COMPLEXE ADN-ARN PAR LA CHALEUR OU LA FORMAMIDE 

La dénaturation thermique s'effectue par chauffage à 9S°C 

pendant 10 mn dans une solution de 0,l §SC (force ionique 0,021, la 

réaction étant interroque par refroidissement bruta1.h O°C. 

La dénaturation par la formani.de s'effectue par une dia- 

lyse de l'échantillon contre une solution aqueuse de formanide 3 80 

p. 100 (v:v) pendant une nuit, h 4OC, suivie par un chauffage de 20 mn 

. à 3 7 OC (HAYASHI et HAYASHI) ( 10h). 

D - LECTURE DE LA DENSITE OPTIQUE 

La lecture de la densité optique est effectuée b 260 m. 

Pour en deduire la quantité dtacides nucléiques présents dans les ao- 

lutions, nous avons utilisé les rapports de conversion suivants : 

*0°260 
- 1 correspondant b 35 pg/ml dtARN d6naturé ou hydrolysé. 

D*0'260 = 1 correspondant à 40 pg/ml dtARN monocatenaire dont 

certaines portions sont pseudo-bicatenaires. 

E - MESURE DE LA RADIOACTIVITE 

Les mesures de radioactivité sont effectuées 2 l'aide d'un 

groupe de comptage par scintillation liquide Nuclear Chicago Unilux ou 

Mark 1. 

Pour éviter toute erreur due a une souillure par des reli- 
quats de substances radioactives, il est procédé systématiquement, jus- 

te avant l'introduction des produits radioactifs, B un précomptage des 

flacons. Est éliminé tout flacon dont la radioactivit6 e s t  supérieure 2 

celle du l'fond moyen" ainsi déterminé. 

1 - DETERFffNATION DE LA RADIOACTIVITE DES ACIDES NUCLEIQUES RECUEILLIS 
SUR FILTRE 

Les acides nucléiques sont précipitée par l'acide trichlo- 

racetique 10 p.100 en presence de 100 yg d'ADN du sperme de Saumon c m -  

ne entraheur. Apres quinze minutes B O°C, le matdriel est recueilli sur 

filtre de papier Whatman 6F 83 et lavé par 10 ml d'acide trichloracétique 



dilué (0,03 p. 100). Les filtres sont s6chés dans une étuve à 37OC 

pendant une heure et places dans des fioles contenant 10 ml du milieu 

scintillant suivant : 

0,5 g de dinéthyl POPOP (1,4-bis-(2-(5 ph6nyloxazolyl)) benzène) 

5 g de PPO (2-5 diphényloxazol) 

toluene q,s.p, 1 litre. 

2 - COMPTAGE DES ECHANTILLONS LIQUIDES (de 0,5 nl à 1 ml) 

La solution radioactive (dont le volune ne doit pas 

excéder 1 ml) est mélangée ii 10 ml de la solution de BRAY (185), 

dont la conposition est la suivante : 

0,2 g de POPOP 

4 g de PPO 

60 g de naphtalène 

20 cl1 dl éthyléne glycol 

100 nl de méthanol absolu 

Dioxane q.s,p. 1 litre 

3 - ETABLISSEMENT DES PROFILS DE MIGRATION DES NUCLEOTIDES RADIBACTIFS 
SEPARES PAR EUCTROPHORESE . 

Après séchage de la feuille, celle-ci est découpée en 40 

bandes de papier (1 x 8 cm) nunérotées de O à 40 du trait de départ de 

la migration (coté cathode) vers l'anode, Chaque bande est ensuite dé- 

coupee en 10 fragments égaux qui sont introduits dans les flacons de 

comptage contenant le Liquide scintillant décrit précédemment. 

Les travaux dlYCAS et VINCENT (186) ont établi que le 

marquage des ARN par le radiophosphore s'effectuait uniformQnent et au 

hasard. Ce principe permet de connaTtre la composition en bases des 

ARN par la détermination de la radioactivite des nucléotides monophos- 

phates . 

VI - SEPARATION ET ANALYSE DES PRODUITS D'HYDROLYSE ALCALINE 
DU COMPLEXE ADN-ARN 

Le complexe recueilli sur filtre est soumis h l'action de 

la potasse pendant 16 h h 37OC. Lfhydrolyse est arrêtée en refroidissant 



la solution B O°C, le filtre est retiré et essor8. Après avoir 

précipité l'ADN par acidification à froid (acide perchlorique de 

concentration finale 0,2 N) l'extrait est amené h pH 6 , s  par addition 

de potasse. Le prbcipit6 de perchlorate de potassium (solubilite 2i 

O°C 7,5 mg/rnl) est éliminé par cehtrifugation et le surnageant 

contenant les ribonucl6otides est concentté par lyophilisation, 
L1analysë des nucléotides est réalis6e par Qlectrophorhse 

en cuve "en toit", sur papier Arches 304. Suivant que l'on désire sd- 

parer les quatre ribonucléoside-2' (ou 3 ' ) phosphates pour déterminer 
la composition en bases de 1'ARN ou que l'on veuille mettre en dvidence 

le nucléoside tétraphosphate les tampons d161ectrophor5se seront res- 

pectivement 21 pH 3,s ou à pH 5,7. 

A - ANALYSE DES NUCLEUCIDES 

1 - PRINCIPE DE LA METHODE 
L'hydrolyse alcaline libere principalement des nucléo- 

sides (2' ) ou 31-monophosphates (MARKHAM et SMITH) ( 187); BROWN et TûDD 

(18133. Les groupements ionisables de ces molécules sont les fonctions 

acides primaire et secondaire des groupements phosphates, les fonctions 

amines (c, A et G) et les fonctions dnoliques (6 ,  G et U) des différen- 

tes bases (~ig. 12, p. 51). Le tableau 111 (p.52) rdsme les valeurs des 

pK de ces groupements. X i  permet de comprendre le choix du pH 3,s qui 
a Bté fait pour obtenir une bonne s6parration des quatre ribonucléotides. 

- Les fonctions énoliques dont les valeurs de pK sont su- 
périeures B 9,5 et les fonctinns phosphates secondaires dont les valeurs 

de pK avoisinent 6 ne sont pas ionisées 2t pH 3,5, et n1entritnent donc 

pas une différence de charge entre les différents nucl6otides. 

- Les valeurs de pK des fonctions phosphates primaires s'é- 
talent entre 0,7 et 1,O la dissociation est complète à pH 3,s. 

Les valeurs de pK des groupements amines varient notable- 

ment edtte 2 et 5, la sgparation des acides cytidylique, ad6nylique, 

guanylique et uridysique est donc rdalisable en se fondant sur les dif- 

fdrents degrés dT ionisation des fonctions amines (respectivement 4- 0,84, 

+ 0,54 et: + 0,05 pour CMP, AMP et GMP) . Corne chaque nucléotide transpor- 
te une charge négative (égale à l'unité) due à la fonction phosphate 



Guanylic acid 

Enol 
OH 

Cytidylrc açid 

Uridylrc acid 

O 1 2  3 4 5 6 7 8 9 

AdenyIic acid 

q' 
Figure no 12 : Courbes de dissociation des fonctions ionirable~ 

, ' . L I ,  

des acides adgnyllque, guanylique, cytfdilique et uridylique selon LEVEhi '$ 
et  SI- (189) .  ($?j 





priaaire, la charge globale est de : ... 

- 0,16 pour CMP 
- 0,46 pour AMP 

- 0,95 pour GMP 

- 1,O pour UMP à pH 3,5 

Les quatre ribonucldotides ont approximativement la méme taille et, de 

ce fait, la méme résistance au flux hydrodynamique. Leurs mobilités re- 

latives sont donc direstement proportionnelles B leurs charges globales. 

Ltélectrophorèse est réalisee dans des cuves "en toitt1 

sur du papier Arches 304 (format 54 x 56 cm). Le tampon de pH 3,s 

est de composition suivante : 

Acide citrique 0,015 M 

Citrate trisodique 0,05 M (DAVIDSON et SPELLIE) (190). 

La migration électrophorétique est conduite pendant 10 h 30 sous une 

tension de 800 V (champ d'lectrique : 16 V/cm). Dans ces conditions, 

l'ordre croissant des vitesses de migration anodique est CMP, AMP, GMP, 

UMP conformément 3 ce que le calcul de la charge globale permettrait 

de prevoir (voir Tableau III, p. 52). 

B - MISE EN EVIDENCE D'UN RESIDU DE NUCLEOSIDE TETRAPHOSPHATE 

Lci mise en évidence d'un nucléoside-5 ' -triphosphate, 3' 
monophosphate (ppp~p) posait plusieurs problèmes; 

- L'absence de témoin, mis à part l'bdtsno~ine-5~-tétraphos- 

phate ppppA ne nous permettait pas d'envisager une étude systématique 

des meilleures conditions de séparation. 

La vitesse de migration des nucleotddes dans les conditions 

habituelles (PH entre 2 et 4) étant sous la principale dépendance du 

degré de dissociation de8 fonctions amines des bases, on observait un 

chevauchement des zones de migration des nuclt5osides mono, di ou tri- 

phosphates (voir fig. 13 p.54). Il était donc pr6visible qu'un nucléo- 

side tetraphosphate migrerait avec les nucléosides diphosphates et tri- 

phosphates et serait alors difficilement identifiable. 



r^; GTP a 

AM* (3 *,. J 

Figure no 13 j: Electrophorèse 21 pH 3,s (tampon citrate de  sodium/ 

acide citrique) des nucl6osides mon$ d L  et. triphosphates sur papier Ar- 
ches 304. L86lectrophorèse est conduite pendant 4 heures sous une tension 



- Le marquage netabolique par  l e  radiophosphore et  les 

t ra i tements  chimiques (notanment l a  p r e c i p i t a t i o n  pa r  l ' ac ide  perchlo- 

r ique)  pouvaient en t ra tne r  l a  présence d ' ion phosphate l i b r e  e t  de 

r ibose  phosphate dont il f a l l a i t  p réc i se r  l a  p o s i t i o n  p a r  rapport  au 

nucléoside tétraphosphote. 

Ce sont  ces ra i sons  qui  nous ont  amené B é tud ie r ,  en se  

fondant sur  l ' e s t ima t ion  des  charges é lec t r iques  por tees  par  l e s  nu- 

c l é o t i d e s ,  de nouvelles condit ions de migration 6lectrophorét ique per- 

mettant  d ' i s o l e r  e t  de c a r a c t é r i s e r ,  dans l a  mesure du poss ib le ,  un 

nucleoside tétraphosphate. 

1 - PRINCIPE DE LA METHODE : CHOIX DU pH 

Pour mettre en évidence un nucléoside tétraphosphate,  il 

f a l l a i t  mettre à p r o f i t  sa p r o p r i e t é  p a r t i c u l i è r e  de posséder quatre 

groupements phosphates ionisables .  Nous nous sommes a t t aché  B trouver 

des condit ions de pH permettant une migration dépendant quasi  t o t s l e -  

ment de c e  nombre de groupements. Le choix du pH devai t  rependre aux 

c r i t è r e s  suivants  : 

- ne  pas ê t r e  t rop ac ide  c a r  l e s  nucléotides sont  peu 

s t a b l e s  dans ces conditions ; 

- ne pas permettre une d i f fé renc ia t ion  des bases par 

l l i o n i s n t i o n  de l a  fonction amine (pl1 e n t r e  2 e t  4 )  ou celle des 

fonctions 6noliques (PH supér ieur  3 9); 

- étre t e l  que tous l e s  ions phosphates s o i e n t  t o t a l e -  

ment d issociés .  

Les pK des fonctions phosphates primaire e t  secondaire 

avois inant  respectivement Les valeurs  de 1 e t  6, il f a l l a i t  donc 

c h o i s i r  un pH v o i s i n  de l a  n e u t r a l i t é .  Le tableau III (p. 52) nous 

permet de v é r i f i e r  qu'en c e t t e  zone de pH l a  charge globale est sen- 

siblement égale $ -1,4 pour chaque nucléotide monophapbte. Ils m i -  

greront  donc ensemble. 

Les d ive rs  nucléosides mono-, di-,  tri-, et tétraphos- 

phates ne d i f f è r e n t  que par leur nombre de  fonctions phosphates ( to-  

talement ionis6es à pH neutre)  il nous é t a i t  donc permis de penser 

q u ' i l s  migreraient  par   groupe^^^. L'ordre de migration ve rs  l 'anode 



serait régi par le nombre total de charges dlectriques, c'est-&-dire 

les mono-, fee, dA-, les tri- puis les tgtraphosphates. 

a - Chc?.x du tampon 

Le pouvoir tampon (H) du nélange citrate de sodium/acide 

citrique étant encore satisfaisant 3 pH 5,7,  nous avons adopté cette 

valeur de pH donnéepar le mélange de conposition suivante : 

Citrate trisodique M 15 ml 

Acide citrique M 5 ml 

Eau distillée q.s.p. 1 litre 

b - Choix de la différence de potentiel 
Pour réduire le temps de migration il était intéressant 

de choisir une tension suffisamment élevée. . - L 

? 
.li; 1') Electrophorèse en cuve "en toitt1. Bien qu'une bonne . .7 

séparation nécessite alors une durée de 10 h 30, la tension est limi- ',j 
t6e à 400 V car au desaus de cette valeur, l'intensité, donc l'effet '4 

joule, devient trop grande et provoque un important courant de rhéo- 

phorèse qui modifie notablement les vitesses de migrations. 

2') Electrophorèse - - B haut voltage. P o o  rgduire le temps, 

des essais ont été faits à haut voltage avec l'appareil "TECHNIK" pos- 

sédant un circuit de refroidissement. La séparation est obtenue après 

55 mn sous une différence de potentiel de 6000 V (champ électrique : - . 8 ,  

120 ~ / c m )  avec le meme mélange tampon. 8 j 
. 1 . 1  

..-, ;{ 
Les résultats d'une électrophorkse effectuéee dans ces - - , 

conditions sont présentés pqr la figure 14(p.57). La s6paration se , .- 
' 8  - 

produit par "groupes" avec toutefois un déplacement un peu plus ra- 4 

pide des nucléotides pyrimidiques et notamment des acides uridyliques. 
'3 

Puisqu'à pH 3,5 (voir fig.13; p.54) les nucléotides pyrimidiques mi- i 
grent aussi plus rapidement que ne le laisse prévoir ln valeur de leurs , - 
charges, il est possible d'attribuer dette modification de la vitesse a 
une adsorption plus forte des nucléotides puriques sur le papier. 

e = nombre d'équivalent H+ (ou OH-) a jout6 
B l'électrolyte. 



Figure no 14 : Electrophor&se pH 5 , 7  (tampon citrate de 

sodium/ acide citrique) des  nucléotides e t  du "Phosphore inorgztnique" 

sur papier Arches 304, 

L'(Slectrophor&se est conduite pendant 10,s h sous une tension de 300 V. 



C - MISE EN EVIDENCE DE PRODUITS PHOSPHlBYLES NON NUCLEOTIDIQUES 
POUVANT SOUILLER LES ELECTROPHOREGRAMMES . 

1 - ION PHOSPHATE 

ïa prdsence d'ion phosphate libre accompagnant les hydroly- 

sots d'acides nucléiques pouvait être une source d'erreur lors du uar- 

quage par le rndiophosphore. ~'électrophorése des ions phosphates fut 

donc pratiquée systénatiquement 3 pH 3,5 et à pH 5,7 3 partir de solution 

contenant des ions de différentes origines: 

- ions phosphates provenant d'acide orthophosphorique d8lu6, 
de solutions de NaH2P04, Na HP0 et Na PO 

2 4 3 4; 

- ions phosphates provenant de solutions vieillies de tri- 
phosphates partiellement dégradés en nucléosides diphosphates et nono- 

phosphates ; 

- ions phosphates marqués au radiophosphore. 

Révélation des ions phosphates 

Les ions marqués par le radiophosphore sont r6vélés par 

les méthodes précédemment décrites (voir p. 4 9 ) .  Les ions phosphates 

sont mis en évidence par la furmation d'un composé phospho-molybdique. 

Après électrophorèse, les feuilles sont séchées B l'air 

libre et les ions phosphates sont rbvélés par pulvérisation du réactif 

de HANES et ISHERWOOD ( 193 : 

- Molybdate d'ammonium à 8 p.100 (p:v) 125 ml 

- Acide perchlorique pur 50 ml 

- Acide chlorhydrique 1 N 100 ml 

- Eau distillée q.s.p. 1000 ml 

La pulv6risation se fait à raison de 1 à 5 ml de réactif 

pour 100 cm2 de papier. 

L'emplacement des ions phosphates est marqué par l1appari- 

tion (après 1 à 2 minutes) de taches jaunes de phosphomolybdate d'ammo- 

nium. Après exposition des électrophorégrammes à la lumiére ultra-vio- 

lette, les nucléotides apparaissent sous la forme de taches bleues sur 

un fond blanc (MONTREUIL) (193 1. 



b - Résultats 
- A pH 3,5, la vitesse de migration des ions phos- 

phates est identique B celle de ltadénosine tétraphosphate. 

- -- A pH 5,7, au contraire, les ions phosphate libres 

migrent plus lentement que l'adénosine tetraphosphate et se retrouvent 

un peu en arrière de 1'ATP (voir fig. 14; p. 57 ) . 
Ces résultats apportent une raison supplémentaire pour 

justifier l'emploi du tampon de pH 5,7 qui permet de distinguer sans 

ambiguité les ions phosphates libres de l'adénosine tétraphosphate 

(PPPPA) 

2 - RIBOSE-PHOSPHATE 

Au cours des diverses op6rations de purification des 

acides nucléiques et d'hydrolyse de ces derniers, pouvait se pro- 

duire une .dégradation des nucléotides en ribose-phosphate. Il fallait 

donc nous assurer que le pic radioactif occupant la position présumée 

du nucléotide tétraphosphate n'était pas un ribose phosphate. C'est 

pourquoi nous avons préparé du ribose-5-phosphate afin d'étudier son 

comportement électrophorétique, 

a - Préparation du ribose-5-phosphate 
L'hydrolyse des nucléotides puriques par l'acide chlo- 

rhydrique 1N à 100°C libère les bases et le ribose phosphate. L%dé- 

nosine 5 ' -monophosphate, 1 ' adénosine 5 -diphosphate, 1 ' adénosine 5 ' - 
triphosphate dt l'adénosine 5t-tétraphosphate sont hydrolysés dans 

ces conditions en tubes scellés et les produits d'hydrolyse sont sou- 

mis B l'électrophorèse en tampon de pH 5,7. 

b - Révélation du ribose-5-phosphate 
Le ribose-5-phosphate a été nis en évidence en tirant par- 

ti des fonctions O(-glycols révélées par la méthode au periodatelbenzy- 

dine (MONTGOMERY et WU) (1 94 1. 
Ltélectrophorégramme est trc-a24 2 B 3 fois dans la solution 

suivante fraichement prépar6e : 

Periodate de sodium 0,l M 100 cm 3 

Acétone 900 cm 3 



Après séchage à l'air libre, la feuille de papier est 

trempée dans une seconde solution préparée juste avant l'emploi : 

Benzidine à 15 p.100 dans 11ac4tone contenant 0,001M 

d'acide ac6tique par litre. 

L'emplacement des molécules portant les fonctions c(-gly- 

cols se révèle par l'apparition de taches blanches sur un fond bleu. 

c - Résultats 
A pH 5,7 deux taches principales ont ét6 mises en 

évidence (voir f ig . 15 ; p. 6 1 ) . 
- La première, de comportement "neutre", correspond 

au ribose ; 

- La seconde, de comportement "anodique", située entre 
les nucléosides monophosphates (charge : - 1,4) et diphosphates . 

tebarge : - 2/' 1, correspond au ribose-5-phosphate (qui poss8de deux 

charges négatives ) . 
En conclusion en supposant que le ribose 2- ou 3-phos- 

phate possède. le comportement électrophor6tique du ribose 5 -phospha- 

te, lfélectrophor~se se révèle sntisfaisûnte pour séparer le nucléoside 
3 2 tetraphosphate de l'acide P-orthophosphorique et du ribose-monophos- 

phate éventuellenent formés par d6gradation des nucléotides ou des 

chafnes polyribonucléotidiques, 

D - ANALYSE DES COMPOSES MIGRANT DANS UA ZONE DES NUCLEC)'ôIDES TRI- 

OU TETRAPHOÇ PliATES . 

L'addition d'une base ou d'un nucléoside tritié dans le mi- 

lieu de culture des callules permet d'obtenir un marquage de ces memes 

bases dans les AIIN. Cependant ce marquage n'est pas totalement sélec- 

tif. L'incorporation d'adénine tritige, en particulier, produit un mar- 

quage simultané de l'adénine et de la guanine des ARN (cf. résultats; 

p. 80). 

Il était donc n6cessaire de pouvoir analyser les nucléosi- 

des polyphosphates après qu'ils aient été séparés des nucléosides mono- 

phosphates au cours de la prenière électrophorèse à pH 5,7. 



Figure no 15 : Electrophorèse a pH 5,7 (tampon citrate de 
sodium/acide citrique) sur papier Arches 304, des nucléotides et du 

ribose phosphate. 

L'Clectrophor8ee eut conduite pendaat 10 h 30 sous une tension de 300 1. 



1 - EXTRACTION DES PRODUITS 

Apres avoir mesuré la radioactivité de chaque bande décou- 

pée de lfélectrophorégramme et repérrS la position des produits, les 

papiers contenant les nucléosides tri- ou tétraphosphates (ppXp ou 

pppxp) sont retirés des flacons de comptage. Ils sont ensuite rincés 

deux a trois fois avec du toluène pour éliminer les traces de PPO et 
de POPOP, puis séchés. 

Les produits sont ensuite dlués des papiers par agitation 

dans une solution d'ammoniaque 0,OlN selon la méthode pr6conisée par 

WATANABE et AUGUST ( 199. Après 12 heures, les papiers sont séparés par 

centrifugation et lt41uat est concentré B sec par lyophilisation. 

En outre, les contrôles suivants doivent etre aystémati- 

suement effectués : 

- Vérifier que les produits ne sont pas dissous dans le 
liquide scintillant en s'assurant que la radioactivité du pilulier est 

nulle apres en avoir retiré les papiers. 

- Contrôler que le toluène de rinçage ne retient pas de 
produits radioactifs. 

- S'assurer que tous les produits sont bien élués des pa- 
piers. Pour cela, après sdparation de lléluat, les papiers sont séchés 

et leur radioactivité mesurée. Dans tous les cas, il s'est avéré que la 

radioactivité résiduelle était nulle. 

Les composés tri- ou tétraphospiates élués sont un mélange 

de nucleotides guanyliques et adhyliques (cf. résultats, p. 843. La 

radioactivité de ces composés étant li6e aux bases, l'analyse de la 

composition en guanine et adénine du mélange permet de connaftre les 

proportions de chacun des nucléotides correspondants. 

3 - HYDROLYSE ACIDE 

A l'extrait sec préc6dermnent obtenu, sont ajoutés des té- 

moins "froids" ATP et GTP et l'hydrolyse est menée dans 100 pl df acide 

chlorhydrique lN, ?i 100°C pendant une heure. Cette réaction libEre quan- 

titativement les bases puriques (KIRBY) ( 1gQ). 



4 - SEPARATION DES PRODUITS D'HYDROLYSE 

Une s6paration satisfaisante des bases peut étre obtenue 

par électrophorEse sur papier si le tampon est suffisamment acide pour 

obtenir une ionisation différente des bases (voir fig 12 ; p. 51 1. 
A pH 2,5, cette condition est réalisée et les charges 

port6es par chaque base sont respectivement : 

Oytosine + 0,96 
Adénine + 0,92 
Guanine + 0,35 
Uracile O 

L'électrophorèse est r6alisée sur papier Arches 304 dans 

le tampon de composition suivante : 30 ml d'acide fornique + 2000 ml 
d'eau, le mélange étant ensuite ajusté à pH 2,s par addition d'une solu- 

tion (I1arnmoniaque 1 N. 

La migration électrophorétique est réalisée pendant: 12 H 

sous une tension de 220 V. Un électrophorégramme effectué dans ces 

conditions est représenté dans la figure 16 (p. 64 1. 
Il convient de noter que ce type de séparation s'adapte 

fort bien à l'analyse des bases puriques et nucléotides pyrimidiques 

obtenus par l'hydrolyse acide des nucléotides, puisque l'adénine, la 

guanine, l'acide cytidylique et l'acide uridylique sont nettement sé- 

par&. 
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RE SULTATS E z l  
L'isolement d'hybrides ADN-ARN naissant à partir des 

cellules de Mannnif5res nous a ozfert; 13 moyen de mettre en évidence 

le nucléotide 5'teminal des chatnes d'ARN en cours de synthgse et 

d'en déduire le sens de la transcription in vivo chez les Eucaryotes. 

Dans le cas des cellules Hela, ce complexe avait ét6 

obtenu par KRSMANOVIC et al. (197) et nous avons repris Ia même m6- 

thode pour l'extraire des cellules KB. 

Dans le cas du foie de Rat, les travaux entrepris dans 

notre laboratoire par KRSMANOVIC et SERGEANT (198) nous ont pemlis 

d'isoler un hybride ADN-ARN naissant rAposdant aux trois critères 

proposés par KRSMANOVIC : 

1 - Isolement de fractions ne contenant que l'ADN et 
llARN associé h celui-ci et dénonstration de ltaBsence dtARN libre 

dans des preparations hautement purifiées. 

2 - Sensibilité partielle à la RNAse et sensibilite 

totale aux alcalis. 

3 - Détachement de llARN du complexe par dénaturation 
thermique ou par la formamide. 

1 - IDENTIFICATION DES COMPLEXES ADN-ARN DANS LES NOYAUX 
DE8 HEPATOCYTES DE RAT ET ETUDE DE LEUR STABILITE (*) 

A - EXTRACTION DES COMPLEXES 

Les acides nucléiques des noyaux de foie de Bat marqués par 

le radiophosphore 32 (2m~iIrat) sont extraits par le mélange SDS-chloro- 

forme-alcool isoamylique (cf. Matériel et Méthodes, p .42) 2 
" i  " \ 

B - PURETE DU COME'LEXE 

L'examen de ceux-ci par centrifugation en gradient de sul- 

fate de césium (CS SO ) (densité moyenne : 1,535) permet de distinguer 
2 4 

deux populations dtARN marqut- : l'une, hét6rog&ne sléqarilibrant autour 
II + Ces trauraux ont été réalisés en collaboration avec A. SERCEBlJT. 



du milieu du gradient (densité :  GO) dans une région intermé- 
diaire entre celle de l'Am ribosoraJ. -. (denkit6 : 1,671 et celle 
de l'ADN (densitg : 1,475) ; l'autre, restant associée au pic de 

l'ADN (Fig. 17 ; p. 67 1. 
Ces observations ont été confirmées par l'analyse ùi- 

recte des acides nucléiques dans un gradient linGaire de saccharose 

de 5 a 20 p.100. Dans ce cas aucun pic de radioactivité n'apparait 
dans les zones du gradient correspondant aux ARN ribosorùaqc::.: "28s" 

et "18S1' (~ig. 18 ; p. 68 1. 

C - ACTION DE LA POTASSE ET DE LA RNase 

La radioactivité de la zone hétérogène est totalement 

sensible à l'action de la potasse et de la RNase. 

Après action des alcalis, il apparatt que 50 à 60 p.100 

de la radioactivité associée au pic d'ADN est due au marquage de ce- 

lui-ci, le reste représentant lvkRN. Cette fraction dlARN résiste > 
l'action de la RNase à raison de 15 3 20 p;10O (~ig. 19; p.68 1. 

D - ACTION DE LA CHALEUR ET DE LA FORMAMIDE ET LONGUEUR DES CHAINES D'Am 

L'AM lié à l'ADN peut Btre dissocié par l'action de la 

chaleur ou de la formamide dans les conditions préconisées par HAYASHI 

et HAYASHI (1951). Il est alors possible de calculer la constante de 

sédimentation des chatnes dlARN libarées par centrifugation sur un gra- 

dient linéaire de saccharose. 

Chaines totales ------> : 4 à 9 S - 80 400 nucléotides. 

Portion des chatnes liées à l'ADN: 3 S - 40 nucléotides environ. 
Ces résultats plaident en faveur d'une stabilisation du 

complexe, réalisée principalement pax les liaisons "pont hydro@nel' 

existant au niveau des séquences résistantes à la Wrse (sERGEANT 

al.) (200). - 
E - CONCLUSIONS 

L'analyse par gradient de Cs SO des acides nucléiques 
2 4 

des hdpatocytes de Kat permet d'identifier une population dlARN 



Figure no 17 : Centrifugation en gradient de C B ~ S O ~  

Acide. nuclCiquea de noyaux de fo i e  de  Rat marqu6. au 3 2 ~  (2 ~ t c / ~ a r )  

pendant 14 h et centrifugCa pendant 72 h A 33,000 t/mn (rotor Spînco 

SW & dans une solution de Ca 80 dont la deneitd moyenne est de 1.535. 
2 4 46 



Figure no 18. : Centrifugation en gradient linéaire de saccharose 

de 5 B 20 p.100. 

Graphique sup6rieur : Acides nucl6iques cytoplasmiques non marqués. 

a - .  D.O. 260 nm 

Graphique infbrieu~: Memes acides nucleiques que la figure 17 P. 67 

La centrifugation est effectude dans un rotor Spinco SW 25 B 22.000 t/mn 
pendant 16 h + 4OC. 

X-X-x Radioactivitti résiduelle apr&s action de l a  potasse due au 
marquage de l'ADN. 



pimre no 19 : M W 6  acider nucléiques e t  m(kne8 conditions 
de centrifugation que dane la  figure 17 (p. 67). 

3- 

QO. 
260nm 

24. 

O- - - O - - -O  Radioactivité totale 

*---.%---* RadioactivftdJ r(lriduel1e aprèa hydrolyae par la potasse, 
duau  marquage de ItAIIN. 
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associé h l'ADN, partiellement sensible 3 la RNase, détachable par 

d6naturation thermique ou B la fonnamide. Ces résultats nous pernet- 

tent de conclure que nous avons isolé un complexe ADN-ARN. 

II - ETUDE CHIMIQUE DU COMPLEXE EXTRAIT DES HEPATOCYTES DE RAT. 

COMPOSITION EN BASES 

L1hydrolysat alcalin de llARN associ6 3 ~'ADN est analysé 

par électrophorèse en tampon citrate de sodiudacide citrique de pH 3,s 

et la composition en bases est déterminée par la radioactivité des nu- 

cléotides monophosphates marqués par le radiophosphore 32 (YCAS et VIN- 

CENT) ( 201); ~ig. 20, p. 71 . 
L'ARN naissant poss&de une composition en bases du type 

G + C  
GC (voir tableau. IV, p. 72 1. Le rapport + 1,2G correspond B 

la valeur obtenue pour des ARM nucl6aires totaux(ELS01q et a1.)(202). 

In vitro, la synthèse des ARN se fait par addition des 

nucléosides- triphosphates sur 1 extrémi té 3Z-hydroxyle du polyribo- 

nucléotide naissant (BREMER et KONRAD) (203). 11 était donc interes- 

sant de vérifier si les ARN en cours de synthèse des h6patocytes de 

Rat présentaient les memes propriétés et possédaient notamment un 

nucl6oside-5'-triphosphate terminal(voir fig. 21, p. 73). 

La constante de sédimentation montre que les charnes 

dfARN liées 3 l'ADN contiennent: 80 à 400 nucléotides. La proportion de 

nucléoside tétraphosphate libéré par hydrolyse alcaline serait donc très 

faible. Les caractères de pureté du complexe exposés précédemment nous 

montrent que la contamination par les ARN cytoplasniques n'est pas très * 
importante que, en outre, ces ARN possèdent un nucléoside monophosphate 

en position 5 ' -terminale (MADISON) (204). Cette observation nous a 
permis d'éviter la purification du complexe ADN-ARN par une centrifu- 

gation en gradient de sulfate de césium et de raccourcir de 4 jours la 

durée de l'expérience afin d'éviter une dégradation importante du ma- 

t6rfel. 

Dans llhydrolysat alcalin, nous avons caractériqé, outre 



i 

Figure no : Profil de mZgration des nucléosides monophosph&-"-- 

tes Iibér4s par Ichydrolyse alcaLine du complexe ADXIAIUI naissant du foie 

k:: 1 ,  8 

de Rat. 
8 8 .:-. ' 

b.  naly lyse faite par 6lectrophorase B pH 3,s sur papier Arches 304).  
l! ~7 



TABLEAU I V  : Composition en bases de 1'ARN naissant 

associé l'ADN dans le fo i e  de Rat. 

Cytosine 

Adénine t- 
Guanine 

Uracile 

Itadioactivité l i é e  au 
nucléotide phosphate 

Couposition centé- 
simale (en p.100). 

LL CLE 



Figure no 21 : Mise en dvidence d'un compos6 de type pppNp dans 
l'hydrolysat alcalin de lSARN associe B l'ADN. 

Analyse faite par Blectrophor&se B pH 5.7 sur papier Arches 304. 



des nucl6osides monophosphates, des traces d'acide phosphorique libre 

et un camposé qui migre un peu plus rapidement que l'adénosine tétra- 

phosphate ajouté* comme témoin interne. La vitesse de migration de ce 

composé radioactif permet de croire qu'il s'agit effectivement d'un 

nucléoside tétraphosphate. C'est pour identifier ce composé que nous 

avons utilisé par la suite des cellules HeLa et des cellules KB dont 

les ARN pouvaient être narqués plus sélectivement par lfincorporation 

de bases tritiées (cf. résultats p. 76 1. 

DETEWINATION DU SENS DE LA TRANSCRIPTION PAR ACTION DE LA RNase 

SUR LES CHAINES D'ARN EN COURS DE SYNTHESE 

Le complexe ADN/ARN dissous dans le tampon 2SSC est divisé 

en deux fractions aliquotes contenant une quantité égale d'acides nucléi- 

ques : 

- La premiére est traitée comme précédemment pour mettre 
en évidence le pppNp. 

- La seconde est préalablement traitée par la ribonucléase 
pancréatique qui ne laisse intact que ltARN hybridé avec l'ADN par des 

liaisons "pont hydrogène". L'üydrolyse alcaline menée de la m h e  façon 

sur les chatnes résistantes Zi  la Wase, permet de libérer le nucléosi- 

de tétraphosphate. 

L'Btude du profif de migration de llhydrolysar alcalin en 

4lectrophorèse 3 pH 5,7des deux fractions aliquotes (fig. 22 , p. 75 et 
Tab. V , p. 75 ) permet de faire plusieurs remargqes : 

Le rapport de la radioactivité spécifique des nucléosides 

monophosphates (6 600 cpn aprgs RNase et 28 800 dans le contr8le) per- 

met dévaluer que 20 à 25 p.100 des ARN sont résistants B la RNase. 

Dans les deux cas, nous observons lfexiotence d'un nucléo- 

side tétraphosphate, cependant l'action de la RNaae a Qliminé une certai- 

ne proportion (33 p. 100) de ce composé. ~'extrhit4 5'-triphosphate, par-. 

tiellenent sensible h la RNase, ne serait pas toujours engagée dans l'hy- 

bride ADN-ARN, il nous est donc possible d'affirmer que la synthèse s'ef- 

fectue -tout au moins d'une manière prépond6rante- dans le sens 5 ' 4  3 ' .  

Nous devons toutefois considérer ce résultat comme prélimi- 

naire puisque ces expériences ont été effectuées sur des complexes ADN- 

ARN non purifiés par centrifugation isopycnique en sulfate de césium. 



no 22 : Mise en Bvidence d'un caapos6 de type pppNp 

dans l'hydrolysat alcalin de L'ARM assocî.4 B l'ADN, 

Analyse f a i t e  par dlectrophor&se B pH 5,7 sur papier Arches 304. 

e-- complexe ADN-ARN total 

g---+---+ ccnuplexe ADN-ARN après action de La RNase (LtARN resistant 
- - .,.' 8 - 8 ". - - a I1action de l a  mais est li6 A l'mN par pont %ydrog&ne). si; 



TABLEAU V : Action de la RNase sur l'AN{ associé à l'ADN 

Rndioactivitd des 

nucléosides~monophosphates 

* 

Radioactivité du 

conposé de type pppNp 

.. 

ARM naissant 

28 000 c.p.m. 

900 c.p.m. 

Portion d'ARN naissant 

résistant Zi  la RNase 

600 c.p.m. 



Bien que la contamination par des ARN libres soit faible (voir fig.17 

p. 67 1, il est possible qu'elle fausse certaines conclusions si ces 

ARN portent encore une extrémité 5'-triphosphate. En effet, dans ce cas, 

la diminution de la quantit& de nucléoside tétraphosphate par action 

de la RNase pourrait &tre attribuée à la perte de ces ARN libres. Il 

n'en reste pas moins vrai que l'action de la 3Nase peut etre considé- 

rée comme une purification de llhydride ADN-UN et que la persistance 

de nucleoside tétraphosphate renforce l'hypothèse d'un complexe natu- 

rel entre l'ADN et ltARN néosynthétisé. 

III - ETUDE DE L'EXTREMITE 5' DES ARN DES COMPLEXES EXTRAITS 
DE CELLULE .. . mLA ET DE CELLULE KB . 

Lfhydrolysat alcalin de 1'ARN associé à l'ADN est analysé 

par électrophorèse en tampon citrate de sodiam/acide citrique de pH 3,s 

et la composition en bases est determinée par la radioactivité des nu- 
. - 

cléogides monophosphates marqués par le radiophosphore (fig. 23 ; p. 78 ) 

et Tableau VI ; p. 79 1. 
-* 

B - ETUDE DE L'EXTREMITE 5 ' -TRIPHOSPHATE 

De nombreux travaux (voir p.19) montrent que la synthsse , < 
des ARN débute, in vitro, par l'incorporation d'un nucléoside triphos- 

-4 
phate purique. Pour étendre cette hypothèse B la synthèse in vivo nous " . Q  

avons étudié successivement la présence de nucléosides tétraphosphates y' 4 
8 I$ 

dans les hydrolysats alcalins des ARN néosynthétisés associés h l'ADN, 
,,! 

après marquage successif ou simultané des bases. 3 

1) MARQiJAGE PAR INCORPORATION DE GUANINE TRITIEE. 

a) Spécificité du marquage. 

L'addition de guanine trittéeau milieu de culture, 14 heu- _ ' 1 

res avant l'extraction des complexes, permet de marquer presque exclu- 
t ion 

vement le guanine. En effet , l'analyse dl,feqliquote des hydrolysats 
1 " 

alcalins a rGvélé, dans tous les cas, un marquage de la guanosine-(2 ' ) 



Figure no 23 : Analyse de la compoirition en base8 des ARN 

der complexes ADN-ARN extraits de cellules KB par Clectrophor&re B 

pH 3,s (tampon citrate de sodium/aclde citrique) sur papier ,Arches 304. 

L@6lectraphorè~e eut conduite pendant lob30 saus une tension de 700 V. 



TABLEAU VI : Composition en basesde 1'AW associé à 

l'ADN dans les cellules KB. 

Bose 

Cytosine 

Adénine 

Guanine 

Uracile 

G + C  - 
A I - U  

Radioactivité liée au 

nucl6oti.de monophosphate 

6 120 c.p.m. 

4 300 c.p.m. 

6 200 c.p.m. 

~umpooirion 

con tas h l o  

28,95 p.100 

20,34 p.100 

29,33 p.100 

I 
4 520 c.p.m. 1 21,38 p.100 

1,40 



3'-monophosphate avoisinant 95 p.100 de la radioactivitg totale 

(voir fig. 24 p. 81 1. 

b) Mise en évidence d'un nucléoside tétraphosphate 

L'hydrolysat alcalin auquel sont ajoutés 25 pg de 

témoins pppA et ppppA, est analysé par électrophorèse sur papier à 

pH 5,7. Pour les deux types de cellules, une tache radioactive mi- 

grant un peu plus rapidement que le témoin ppppA est mise en évidence. 

Une seconde tache se trouve aussi localiske légerement en arriEre de 

la précédente (voir f ig. 25 p. J2 ) 

La position de ces produits par rapport aux témoins per- 

met de leur attribuer le nombre de charges correspondant au nucléo- 

side 5'-triphosphate, 3'-monophosphate (ppp~p) et au nucléoside 5'- 

diphosphate, 3'-monophesphate (pp~p) issu de la dégradation du pré- 

cédent. En outre, leur faible radioactivité par rapport à l'ensemble 

des nucléosides monophosphates s'accorde avec la présence d'un seul 

résidu polyphosphorylé par chatne dfARN. 

Enfin, il faut noter une présence plus importante de ppGp 

dans les cellules KB. Cela peut Btre du B une variation des conditions 

d'extraction mais peut correspondre aussi h des conditions différentes 

de la déphosphorylation in vivo des extrémités S'-triphosphates entre 

les cellules KB et les cellules HeLa. Cette différence a déjh été no- 

tée par FORGET et WEISSMAN ( 205) et 8&&m! et al. ( 203 lors de leurs 

études de ltextr&mité 5' des ARM 5s  de ces cellules. 

2 ) MARQUAGE PAR INCORPORATION D ' ADENINE TRITIEE . 

a) Spécificité du m a r p e  

L1ad6nine tritiée, ajoutée au milieu de culture des cellu- 

les, eubit in vivo une transformation partielle en guanine. Le marquage 

est moins sélectif comme le montre l'analyse de la répartition de la 

radioactivité entre les nucléodides monophosphates effectuée systémati- 

quement 2i chaque experience par Qlectrophorèse à pH 3,5 (voir fig. 26 , 
p. 83 1. La répartition s'établit en moyenne cornme suit : 25 p.100 dta- 
cide guanylique, 75 p.100 d'acide adénylique. Les nucléotides pyrimidi- 

ques ne sont pratiquement pas marqués. 



CMP AMP 

Figure no 24 : Répartition de l a  radiouctivitd aprh  incor- 
3 poration de  Guanine H .  

dans les cel luler H.LL : c-- -+- -O+ 
dana les celluletc KB : ----a 

L1analyae est r4sli86e par 616ctrq>hor&tce A pH 3.5 sur papier Arches 304 
(10 h 30, 700 V) dei  nucl6osides monophosphates l ibdrb  par hydrolyse 
alcaline des complexes ADN-ARN. n 

Voir tableau VII, p .  86 : 

Em* 1 I G M P  : 94,85 p.lOOs AMP : !iB15p.100 
Exp. II GMP 91,9 p.100, AMP : 8, i .  p.100 



Fiaure no 25 : Mise en bidetace de compos4 pppGp et ppGp dans 

l'hydrolyut a l c i l i n  des ARN au8ociCa L l'ADN (aprh incorporation de 

Guanine 3 ~ )  

&ne l es  cellule8 HeLa t + - - - +- - - + 
dans l e s  ce l lu les  KB a *-a-. 

L1analy8e est rCi l i s le  par 4lecrrophor&ae l pH 5.7 (tampon citrate de pl 
sodium/acide citrique) sur papier Arches 304. LILLE w .. 

: Les dietances d e  migration ont et6 rnesur6es par rapport B l a  
diitançe parcourue par ~ ' A T P  (ueifi.4 canne r ~ o i n  interne)  '. .,l 

prise comme unit4. 



GMP 

P ~ X B  no 26 : R6parcition de la radioactivitl  après incorpora- 

tion d'Adénine 311. 

dans lei cellule6 HeLa : +- - - + - - - + 
dana le. celluler KB : 1 

t'ana1y.e est ri$ali86e par ttlectrophorlie h pH 3.5 aur papier Arche8 304 
(10 h 30, 700 V) de6 nuclhi ides  nonophosphates lfb6r6i par hydrolysa a1 
catine des complexes ADN-ARN. / 5 ! ! ~  7 % 

Voir Tableau V I 1  p. 86 : 

HeLa Exp. 1 : GMP r 35 p. 100 
Exp. II : GMP : 22 p.100 

: GMP r 18 p, 100 

AMP : 65 p.lm 
AMP : 88 p.100 

AMP : 82 p.100 



Cette non-spécificité du marquage n'est pas un inconvé- 

nient car il est possible d'eu tirer profit puisqulelle permet un 

marquage simultané des deux b'ises puriques. 

b) Mise en évidence des nucléosides polyphosphates : 

C m e  dans le cas précédent, -et dans les deux types de 

cellules-, l'analyse des hydrolysats alcalins par électrophor2se h 

pH 5,7 révèle la présence de nucléosides tri- et tétraphosphates en 

deçh et au delà du ténoin ppppA (voir fig.27 , p.85 1. 

c) Identification de ces nucléosides polyphosphates. 

Puisque, dans ce cas, la radioactivité est due aux deux 

bases puriques,il est nécessaire de déterminer les proportions de 

chaque nucléoside polyphosphate, adénylique ou guanylique. 

a(- Calcul de ce rapport dans les cellules HeLa : 

L'expérience, menée dans les mêmes conditions avec 

la guanine tritiée, permet de connaftre la valeur du rapport (pp~p + 
ppp~p)/~p qui peut étre extrapolée au marquage par l'adénine tritiée. 

Connaissant la radioactivité que l'on peut attribuer aux composés po- 

lyphosphates de la guanosine, il est possible, c mnaissant la radio- 

acitivité totale de ces compos6s, d'en d4duire la radioactivité due 

à l'adénosine tri-et tétraphosphate (ppkp et pppAp). 

Ces calculs résumés dans le tableau v11p.86 , ont 6th 
faits pour deux séries diexpériencse. Ils conduisent dans les deux cas 

à la m&me conclusion : le GTP se trouve 8 l'extrémité 5' de 80 p.100 

(environ) des chafnes d'ARN n6oformés, lfATP représentant 20 p.100 de 

cette extrémité. 

a- Détermination de ce rapport par analyse directe 
\ 

dans les cellules KBt Après électrophorèse h pH 5,7, les produits loca- 

lisés dans la zone des tri- et t4traphosphates sont élu6s des papiers 

(voir Matériel et Methodes, p. 60) et hydrolysés par l'acide chlorhy- 

drique IN, à 1 0 0 ° C  pendant 1 heure. L'analyse, par 6lectrophorèse à 

pH 2,5 (voir fi&. 28, p.87 1, des bases puriques ainsi lib@ées permet 

de connattre la radioactivité qui est due, respectivement, aux composés 



Fime no 27 r Mire en 4videace de coi~pords tri- et tdtra- 

phoephatu dm. l'hydroly8at alultn den ARN 8~aoc iCa  I l'ADN (apr8e 

nurqwge rimultanQ de6 deux bares puriques), 

drna les celluler HtLa +- - - +- - - + 
dm8 Ira cellules KB *-O 

 amly lyre est rdalis6e par ilectrophorbe L pH 5,7 mr pepier Arche8 

304 panduit 10 h 30 ?A 300V. 

RATP r Diatmce de migration relative b l1ATP (témoin interne). 



TABLEAU VXI : Diatribution de la r ad ioac t iv i t i  en t r e  les nucl&rides monov 

phorphates et  les nucl6oriderr tri- et t6traphorph.tes dane l a s  hydrolyrrits a lcal in8 des 

ARN des complexes aprée marquage par la gurnlii.-38 e t  lf8d&îne-3~. 

Pourcentage da GTP et d8ATP h l f e x t r W t b  5' de ce8 ABN, 

1 CELLULES HEU 
C I 

1 II 
I Marquage Marquage Muquage Marquage Marquage 

~ u r - 3 ~   de-3li G U ~ - ~ H   de-%i   de-% 

Nuc 160s ide8 
monophorphrter 446.600 2.263.000 73.000 205,760 447.190 

( c p )  

GP (cpm) 423,600 792,000 67.100 45.400 80.495 
ta) 

PPGP + P W P  (b) (b 1 (cl 

(cpm) 1.0% 2.050 28 7 194 217 

I 

[ P*P + PPNP 
I i 1 

l 
l 

x 100 0,259 (0,259) 0,428 (0,428) 0,270 
1 GP 
1 

(8) 

AP (cpm) 23.000 1.471.000 5.900 160.360 366.695 

I 
PPAP + PPPAP (c) 1.247 164 36 1 

(cpm) 
L I I L 

PPAP + PPPAP 
x 100 0,085 0, 102 0,098 

AP 

QPGP + PPPGP 

i) Selon la d i 8  t r i bu t  ion de la radîoact lvi td  r(hrdl4e par l 'analyse der nucldosides ~n,ophoS- 
phates par Blectrophor&re B pH 3,5, d'une fractLon aliquote de 1 ' h ~ d r o l y r a t  a lcal in .  

) E r t h t i o n  f r i t e  B p a r t i r  de 1 'exp6rfence men& paral1819nsnt avec mrquage de Ir guanine. 

) Calcul d i rec t  par aaiilyse de l a  comporition csn ~ d b i n e - 3 ~  e t  ~ u a n i n e 3 ~  rèe  hydrolyre 
acide des e a p o i 4 s  t r b  e t  tCtraph01ph. t~ .éparde par  6lectrophorCse 3 5.7. 



Figure no 28 : Analyse de la composition en bases des 

composés tri- et tltraphosphates liberes par hydrolyse alcaline 
3 des ARN asaocic58 à l'ADN (aprèrr incorporation dlAd€nine B dans 

les cellules KB. 

1 

dY 

b 
F 

Y 

O 

Après hydrolyse acide de ces compos6s (pr6alablement s€parés par 

ClectrophorEse B pH 5,7 ) ,  La Guanine et l1Ad€nine Libérbes sont 

sCpar4es par Blectrophorèse à plt 2,s  (tampon formiate d'ammonium) 

pendant 12 h sous une tension de 220 V. 

2.- 

1-9 

Voir Tableau V I 1  p. 85. (c) 

UMP Gua 

t i 1 

O 10 20 30 40 cm 



tri- et tétraphosphates de la guanine, d'une part, et de l'adénine, 

d'autre part. 

Ces résultats sont rassemblés dans le tableau~IL(p. 8G 1. 
Ils conduisent à une conclusion semblable à celle que nous avons tirée 

des expériences effectuees sur les cellules HeLa : 80 p.100 environ 

des chafnes dlWZN n6osynthétisées portent, en position 5'-teminal la 

guanosine triphosphate. 

3) MARQUAGE DES BASES WRIMIDIQUES 

Avant de conclure que les ARN néosynthétisés in vivo portent 

une extrimité 5'-triphosphate exclusivenent de type purique, il était in- 

dispensable de r6p6ter les mêmes expériences en utilisant des produits 

radioactifs capable de marquer les bases pyrimidiques. 

a) Spécificité du marquage 

La non-spécificité du marquage a été, cette fois encore, 

exploitée. Effectuée systématiquement 3 chaque expérience, l1électro- 

phorése à pH 3,5 d'une fraction aliquote de l'hydrolysat alcalin révè- 

le que l'addition d'uridine tritiée au milieu de culture des cellules 

permet de marquer simultanénent et h peu près également les deux nucléo- 

tides pyrimidiques (voir fig. 29 , p. ::9 1. 

b) Analyse de l'hydrolysat alcalin par électrophorèse de pH 5,7 

L'analyse de lfhydrolysat alcalin par 6lectrophorè.çe à pH 

5,7  ne met en évidence aucun pic de radioactivit4 dans les zones de mi- 

gration correspondant aux nucléoside-(5'-di et) 5 '-triphosphate (2' ) 

3'-monophosphates, et ceci pour les deux types de cellules. 

Cependant il existe un composé faiblement tedio actjf mi- 

grant au delà des nucl4osides rnonophosphates, dont il convedt de con- 

naftre la nature.(voir fig. 30, p. 90). 

Ce composé migre noins loin que ppGp et ppAp et plus loin 

que les nucléoside -(2') 3'-monophosphates. Il est donc logique de le 

considérer corne dtant un résidu pCp ou (et) pUp provenant de l'hydroly- 

se' alcalinede chafnes dlARN portant une extrémité 5'-monophosphate.Ces 

ARN pouvant Btre dus 3 une rupture des chafnes lors des divers traite- 

ments ou h une contamination par des h R N  libres. 



AMP UMP 

porat ion d'Uridine 3~ 

dans le6 cellule8 HeLa +---+.-O- + 
dane le8 cellules KB .-O- 

L'8n8ly80 eet r6ali86e p u  ~lectrophor~~e l pH 3,s eur papier Arches 304 

(10 h 30, 700 V. ) de8 nuclComidea .onophoaphitei llbCr4s par hydrolyse 

alcaline der complexes ADN-ARN. 

Marquage itmultan6e des deux cmporC8 pyrimidiques. 



Figure no 30 : Anrlyrra de l'hydrolyrat alcal in der ARM 

aseociéle a l'ADN (après marquage sfmtltm6e des deux base8 pyrimidiques). 

dans les cellulee HeLa : + - - - + - - - + 
dans les ce l lu les  KB : - 

Aucun compoeLT radioactif n'est mfa en Cvidence dans la zone de migration 
de8 nuclCoside8 tr i -  e t  tétrupho8phate~ (R Tp - 1.06 et 1,18 re8peetive- 
ment) m e  en tr&e faible proportion (cf.  fargeur du pic  de nucl&rides 
monophosphates dans l e s  ce1 lu les KB) . 



Pour en vérifier la nature, ces produits ent été Glués des 

papiers. Puis, aprés concentration, leur comportement électrophorétique 

a étB réexaminé à pH 5,7 en présence des témoina internes suivants : 

PPC, PPU, PPP~, et pppU. L1électrophor&se a été effectuée pendant 

1,s heure sous une différence de potentiel de 3000 V (60 ~/cm). 

La figure 31(p. 92 ) montre que toute la radioactivité se 

retrouve entre les thoins nucl6oside-5~-diphosphates et 5'-triphos- 

phates pyrimidiques. La position de ces composés radioactifs est tout 

3 fait compatible avec les charges électriques portées par les nucléo- 

side-5'-monophosphate ( 2 ' )  3'-nonophosphates. En aucun cas il ne peut 

s'agir de nucléoside 5'-diphosphate (2') 3'-monophosphates qui, possé- 

dant un groupement phosphate ionisé supplémentaire, auraient migré plus 

loin que les témoins 5'-triphosphates. 

L'aspect dédoublé de ce pic suggere la présence d'un mélan- 

ge des deux composés pCp et pUp. 

Aussi bien la position sur l'électrophorégramme que l'ana- 

lyse ultérieure permettent de conclure qu'il s'agit effectivement de 

composés 5 '-monophosphate (2 ' ) 3 ' -monophesphates (p~p et p~p) et non de 
camposés 5'-diphosphate (2 ' )  3~-monophosphate provenant de la dégrada- 

tion d'une extrhité 5'-triphosphate pyrimidique. 

CONC UJS IONS * 

Les graphiques de la figure 32 (p. 93 ) rassemblent les 

résultats de l'analyse des ARN associés in vivo aux ADN dans les cel- 

lules HeLa et dans les cellules KB aprés differents marquages des 

quatre bases. 

Il nous est possible d'affirmer que seul un nucléotide 

purique se trouve h l'extrémité 5'-triphosphate des ARM néosynthétisés 

dans ces deux types de cellules dlEucar);otes. Environ 80 p.100 de ces 

chatnes d'ARN débutent par le GTP et seulement 20 p.100 par ltATP. 



plgrne n4 31 : Cdmporta~~nt ilectrophor4tiquct du(es) 

cap086(8)  p~rliid%que(s) de LAW - 1.01 (voir th. 30, p. 90) 

fLbdrC par hpdrolyue alcaline de8 «iaplexar ADN-ARN apdr arr- 

quaga der b e r  pyrîmtdiquer, 

Apria srtractions ce(r? comporb(r) a(iriirt) 4 tb  r a u ~ ~ i /  & nouveau 

i une 61ectrophorBre de pH 5,7 en prkmce de t b l n r  intanus 

ppU, , pH, pppü e t  pppC (pendrat 1 b 30 roua une tenuion de 300 V) . 
LI position et l'aspect dddoubli du pic radioactif confinue Ir 
prdrence du m6lrnga der deux cacqpoth pCp et pVp. 



Plgure no 32 : Csparairon du comportement ~lectrophor~tiqua 
w 

L pH 5.7 de8 d i f f k e n t i  coipor(. polyphosphatei lib&r&u par hydrolyre 
alcaline der ARN des complexes ADNdRN dans le8 cellules Heu et cellu- 

les KB melon Xa bare ~urqu6e. 



Reprenant les travaux effectués par LEVIS et al. (207) 

sur les cellules HeLa, nous les avons étendus aux cellules KB. 

Collaborant aux travaux entrepris par KRSMANOVIC et 

SERGEANT (2081, nous avons tenté de mettre en évidence un complexe 

ADN-ARN à partir des hépatocytes de Rat et nous y sommes parvenus. 

Disposant alors dlARN en cours de synthèse, nous nous sommes parti- 

culièrement attachés à mettre en évidence le nucléotide 5'-terminal et 

à en déduire le sens de transcription in vivo dans ces cellules de M m -  

mi feres. 

I - Nous avons isolé, par action du malange SDS-chloroforme-alcool 
isoamylique suivie d'une centrifugation en gradient de sulfate de c6- 

sium, une fraction d'ADN contenant un ARN partiellement sensible à 

la RNase et totalement hydrolysable par les alcalis. 

Nous avons pontré que la stabilit6 de ce complexe &ait 

sous la dBpendance principale des liaisons "pont hydrogène" (SERGEANT 

et a1.)(205Ù. 

2 - La dénaturation par la chaleur ou par la formamide, avant et après 
action de la RNase, nous n permis de fixer entre 80 et 400 nucléotides 

la longueur des charnea dtARN en cours de synthèse et 2r 40 nucléotides 

enviro~ la portion dlARN hybridé ou sous la d6pendance d8ARN polymérase. 

3 - L'extrait brut des acides nucléiques obtenu par le mélange SDS- 
chloroforme/alcool isoamylique contient peu d'Am libre cornme le révèle 

l'analyse en gradient de sucrose de 5 à 20 p. 100 (voir p. QI 1. Il nous 
est donc possible d'avoir une idée de la taille de ces ARN grdce au 

rapport : 

activité spécifique des nucléosides monophosphates 
activité spécifique du nucléoside tétraphosphate 

- .  
Ce rapport varie sntre 125 et 400 pour les ARN dth6patocy- -. ' , Y  

tes de Rat. Il est en bon accord avec les résultats obtenus par mesure 
- ;a 

de la constantc de sédimentation (voir p. 6 6 1 ,  mais il est en désaccord 3 
, . 

; ! 
avec les travaux de HYATT ( 21d qui mettent en évidence des ARN géants 

. 



rapidement marqués. Il est fort probable que la taille réduite de 

ces ARN soFWue aux ruptures de chafnes provoquées p8r la désinté- 
gration du radiophosphore. Cette opinion est d'ailleurs renforcée 

par le fait que le marquage par les bases tritiées pemet d'obtenir 

des chatnes plus longues (rapport supérieur B 1000). 

Dans le cas des chafnes résistantes B lraction de la 

RNase, ce rapport diminue jusqu'à la valeur de 40. Ce résultat nous 

permet de tirer .deux conclusinns : 

a - La longueur moyenne des chaines engagges dans l'hybride 
ADN-ARN est de 40 nucldotides. Cette valeur est en accord avec la cons- 

tante de sédimentation de 3s déterninée par ultracentrifugation en gra- 

dient de saccharose des chafnes d6tachées de l'hybride après action de 

la RNase (SERGEANT) (211) . 
b - La diminution simultanée du nombre de nuclécridestétra- 

pbtes (de 900 cpm à 600 cpm) n'étant pas aussi importante que le rac- 

courcissement des chafnes (de 125 à 401, il semble que le nombre de 

chntnes courtes soit plus grand que celui des chatnes longues. Il nous 

est donc permis d'émettre l'hypothèse que, in vivo comme in vitro (BRE- 

MER et KL)NRAD)(~IZ), la vitesse de croissance de ~'ARN diminue au fur 

et a mesure de la polymérisation. Il convient, cepenbnt, de aonsidérer 
ce résultat comne prélininaire puisque ces etudes ont QtO menées sur 

le complexe brut. 

4 - Les travaux menés pour la mise en Ovidence du nuclEotide S'-terminal 

nous offraient un noyen élégant d'étudier le sens de la transcription : 

a.-Comme le suggerent les analyses des complexes ADN -ARN 

en gradient de sulfate de césium et de saccharose, la contamination par 

des ARM libres est faible. Il est donc possible de considérer comme 

négligeable les ARN libres portant une extrémit6 5'-triphosphate qui 

seraient extraits en mêne temps que les conplexes ADN-ARM par la m6- 

thode de LEVIS et al. (213). De ce fait, puisque l'action de la RNase 

diminue de 30 p.100 le nombre des nucl6osides tétraphosphates, une par- 

tie des chafnes terminees par le nucl6oside triphosphate est accessible 

h la RNase. Or, l'extrémité où s'effectue l'addition destriphosphates 

doit se trouver constamment sous la dépendance de l'ADN et de 1'ARN po- 

lym4rase (voir p. 25). L'addition des nucléogides triphosphates ne se 



fait donc pas sur l'extrémité 5'-triphosphate mais au contraire aur 

ltextr&itd 3'-hydroxyle. Le sens de la transcription procède donc 

de l'extrémité 5' vers l'extrémité 3'. 

b - Le présent travail a révélé, dans les hydrolysats al- 
calins des ARN néosynthétisés non encore détachés de l'ADN modèle, la 

présence de nucl6oaide-5'-diphoçphate (2') 31-monophosphates et de nu- 

~léoside-5~-triphosphate (2')-31-monophosphates, exclusivement de type 

purique. Tous les auteurs s'accordent .3 penser que les nucléoside-5'- 

diphosphate (2 ' ) 3 ' -monophosphates proviennent de la degradation (ac- 
9 cidentelle -- in vivo) de l'extrbité 5'-triphosphate. Nous pouvons donc 

affirmer que, dans les cellules HeLa et dans les cellules KB, les ARN 

naissants portent exclusivement une extrémité 5'-triphosphate purique. 

En outre, c'est le GTP qui occupe de façon prédominante l'extrémité 5' 

(80 p. 100 de GTP contre 20 p. 100 ~'ATP). 

Si Is croissance de la chafne polyribonucl6oti~!ique 

s'effectuait de 3 '  vers 5', l'addition des 4 nucl6osides triphosphates 

se faisant au "hasardv de la séquence nucléotidique de l'ADN, il de- 

vrait se retrouver dans l'hydrolysat alcalin les 4 nucléosidestétra- 

phosphates (dans les proportions suivant lesquelles ils se r6partis- 

sent dans la chafne dlARN, ce qui n'est pas le cas. En cons6quence, 

nous pouvons conclure que la transcription se fait dans le sens 5'-+ 3' 

chez les Eucaryotes. 

En résumé, l'étude Ces AXN en cours de synthèse dans les 

cellules de Piamifères nous a permis d'identifier la prEsence d'un nu- 

cléoside 5'-triphosphate terminal, exclusivement de type purique et 

essentiellement le GTP dans les cellules HeLa et dans les cellules KB, 

et de déterminer que la transcription de l'ADN en ARN se faisait & 
vivo par croissance de la chaine polyribonucléotidique de llextrémit&? - 
5 ' vers 1 ' extrbité 3 ' . 

Actuellement, de nombreux points demeurent encore obscurs. 

dans le phénomène de la transcription in vivo, notamment sur la nature 

des signaux qui commandent le début de la synthèse de lfAREa. Nous oe 

connaissons pratiquement rien sur le n4caniame du contrble de la trans- 
* 

cription ahez les Eucaryotes. Aussi s m e s  nous décidés 3 orienter nos 

travaux futur* vers les problèmes suivants : 

a - Les découvertes récentes, chez les Eucaryotes, de 



différentes AR~J-polymérases(nucléolaire et nucléop losmique) nous in- 

citent B ex2lorer l'extrémité 5' des ARN impliqués dans des complexes 

ADN-ARM isole; s6parément du nucléole ou du nucl8oplasme. 

b - L'obtention de ces hybrides naturels contenant des 
classes d'Am plus homogènes pourrait nous permettre d'étudier la 

séquence oligoribonucl6otidique de l'extrémité 5' dans l'espoir d'y 

trouver une homogénél.té liée B un "codage" du declenchement de la 

synthèse. 

c - Dans le cas du foie de Rat, nous avons ét6 limit6 
par l'emploi du radiophosphore. La mise au point d'un marquage ex- 

terne des ARN, après extraction des hybrides naturels, nous permettrait 

d'identifier les extrémités 5' et 3' et par conséquent de déterminer 

si la transcription se fait uniquement de 5'-  3'. Cependant il con- 

viendra auparavant de compléter les travaux présentés dans ce mémoire 

par l'btude de l'extrénité triphosphate des ARN associés B ltADN dans 

un complexe hautement purifié. 

d - GEORGIEV ( 214 suggère que' l'intégration d'un ARN 
viral dans le gén8me provoque une canc6risation de la cellules parce 

que llARN-polymérase oe subit plus le système de régulation de l'hôte, 

système situ6 dans la partie proximale des cistrons. Il nous semble 

donc interessant d'appliquer nos méthodes h Ces cellules cancérisées, 

car, selon cette hypothèse, l'extrémité 5' des ARN naissantsdevrait 

être notablement modifiée. 

O - Enfin, ayant en possession le système cellulaire con- 
tenant 1'ARN en voie de synthèse, il sera sans doute possible d1enviea- 

ger lletude de son associatiom protéines spécifiques et de sa capa- 

cité h stimuler les biosynthèses protéiques dans des systèmes acellulaires. 



1 - L'identification d'un ARN associé à l'ADN a été éffectuée prr ï a  

mise en évidence d'un complexe ADN-ARN dont la fraction AN? est 

partiellement sensible B la RNase et totalement hydrolysable par la 

potasse dans des préparations tr&s purifiées et d6pourvues dtARN 

libre . 

2 - Dans une seconde série d'expériences, après avoir d6taché ~'ARN 
du complexe par dénaturation themique et par la formamide, nous a- 

vons obtenu dos composés de constante de sédimentation variant de 

4 S 9 S. Ces propriétés correspondent à des chaines dtARN de 80 

B 400 nucléotides. 

3 - La fraction de la molecule dlARN résistante à l'action de la 

RNase possède une constante de sédimentation de 3 S et serait donc for- 

mée d'une q- arantaine de nucléotides qui corresponds~ent"-? la z W - -  

@ ' L ; p l N ; r i m t :  uve$ 'ADN. 

4 - Dans une troisième s6rie d'expériences, nous avons mis en évidence 
le ribonucléoside S'-triphosphate terminal de la chafne dlARN naissrnt 

associ6 à 1'lDN dans les noyaux de foie de Rat et étudié sa sensibili- 

té à la RNase. 

5 - Dans une autre série dtexp6riences, nous avons démontré que ce 
ribonucléoside 5'-triphosphate terminal était exclusivement de type 

purique et qu'il s'agissait essentiellement du GTP (80 p.100) dans 

les cellules HeLn et dans les cellules KB. 

6 - Enfin, nous avons déterminé que, dans ces deux types de cellules d' 

Eucaryotes, la croissance de la chaîne polyribonucl6otidique s'effectuait 

in vivo de l'extrémité 5' vers l'extrénité 3'. 
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