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Ade
Ado
ADN
ARN
ARN-m
ARN-r¢
ARN-t
c.p.m.
CyA
Cyt
dN
DNase
D.0v, 0
EDTA
Gua
Guo
mCi
NMP
Np
NDP
NTP
nm

Py
PR,
pN
ppNp ou ppXp
ppplp ou pppXp
PPPPA
Pu

Py
PES
RNase
Rib

Abréviations utilisées

Angstr;m = 1070 mitre,
Adénine

Adénosine

Acide désoxvyribonucléique

Acide ribonucléique

Acide ribonucléique messager
Acide ribonucléique ribosomal
Acide ribonucléique de transfert
Coups par minute

Cytidine

Cytosine

Désoxyribonucléoside(dA - dC - dG - 4T)
Désoxyribonucléase

Densité optique a 260 nm

Acide éthyléne diamine tétraacétique
Guanine

Guanosine

10 curie

Nucléoside monophosphate (AMP - CMP ~ GMP - UMP)
Nucléoside-3' -monophosphate (Ap - Cp - Gp - Up)
Nucléoside diphosphate (ADP - CDP - GDP - UDP)

Nucléoside triphosphate (ATP - CTP - GIP - UTP)

sl
10 o mitre

Nanom:tre =
Acide orthophosphorique (phosphore inorganique)
Groupement pyrophosphate
Nucléoside-5'-monophosphate {p& = pC =~ pi = o)
Nucléoside 5'-diphosphate, 3' monophosphate
Nucléoside 5'-triphosphate, 3' monophosphate.
Adénosine 5'-tétraphosphate

"Purique"

"Pyrimidique

Polyéthylane sulfonate d'ammonium
Ribonucléase pancréatique (E.C. 2.7.7.16).

Ribose



Rib-5-P Ribose-5-phosphate

SDS / Dodecylsulfonate de sodium (Duponol)

55C Solution G,15 M en NaCl et G,0l2 M en citrate
trisodique.

5 \Constante de sédimentation en unité SVEDBERG
(10-13 sec).

t/mn Tours par minute

Tris \ Amino-2 hydroxyméthyl-2 propanediol 1,3

Ura Uracile

Urd Uridine

uCi 10-6 curie

Kg 10 = gramme.






f
INTRODUCTION [
]

Les connaissances acquises'depuis plusieurs années sur
la structure des macromolécules essentielles, acides nucléiques et pro-
téines, permettent de comprendre, au moins dans ses grandes lignes, le
rapport entre les fonctions de ces macromolécules et leur structure chi-
nique,

Les récentes confirmations des travaux de TEMIN (1,2),
montrant que 1'ADN pouvait @tre synthétisé par: moulage sui L'ANT, n'ont
pas mis en défau: le noddle proposé en 1953 par CRICK (3) mais ont per-
-2i5 de le préeice: ou plutdt de le compléter.

L'information nécessaire 3 ‘la synthese de protéines spéci-

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

o N Transcription Traduction
Duplication ADN —  ARN 5 Protéines
N . /4«.‘

La synthése des chalnes polypeptidiques résulte des di-
verses intéractions stéréospécifiques (appariement des bases, structure
tertiaire) et séquentielles (codage) entre les différents types de ma-
cromolécules : ADIl, ARN messager, ribosomes et ARN de transfert.

L'ARN messager est le récepteur de 1'information généti-
que conservée par 1'ADN et son transporteur vers le cytoplasme, En asso-
ciation avec les ribosomes, il déterninera 1l'ordre de 1l'assemblage des a-
cides aminés apportés par les ARN-t pendant la synth2se des protéines
spécifiques.

I1 apparailt donc que la polymérisation des ribonucléotides
en une chaine complémentaire de 1'ADN sous 1l'action enzymatique de 1'ARM
polymérase est une &tape cruciale dans le transfert de 1l'information géné-
tique. Bien que 1l'on soit en mesure de tracer en lignes générales, °~ un
tableau assez cohérent des étapes de la transcription de la séquence nucléo-
tidique de 1'ADN en ARN, on posséde encore peu d'informations sur les mé-
canismes in vivo, - chez les Euraryotes en particulier -, du déclenchement

et de la régulation de la biosynthise des polyribonucléotides.



C'est 1'étude in vivo de la toute premidre é&tape de la
transcription de 1'ADN par 1'ARN polymérase (voir Fig. 1 et fig. 2) qui
a fait 1l'objet de notre travail. llous nous sommes plus particuliZrement
attaché a déterminer la nature du nucléotide initial et, par voie de con-

séquence , le sens de la polymérisation,

Avant de décrire les résultats de nos travaux qui ont é&té
effectués dans le Laboratoire du Professeur J. MONTREUIL, en étroite col-
laboration avec A. SERGEANT et sous la direction de V. KRSMANOVIC, nous
exposerons succinctement les propriétés physico-chimiques de 1'ARI" poly-
mérase, le processus général de la transcription, de ses différentes éta-

pes et de sa régulation,.



Figure n° 1 : Observation au microscope é&lectronique des
ARN en cours de synth2se, in vivo, dans les ovocytes d'amphibiens
(Triturus viridescens) (MILLER et BEATTY) (4).




Figure n° 2 3 Observation au microscope électronique de

génes d'E, coli en cours de transcription et de translation simul-
tanée. (MILLER et al,)(5)

(La fl2che indique le site de déclenchement de la synth2se),
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; MECANISMES DE LA TRAUNUSCRIPTION DR

LYADN PAR L'ARI-POLYMERASE

I - PROCESSUS GENERAL DE LA TRANSCRIPTION
DU GENOME EN ARU

I1 est actuellement bien &tabli que la synthése des ARI!
dang les cellules bactériennes et animales est catalysée par 1'ARY paly-
mérase qui a 6té découverte en 1959 par WEISS et GLADSTONE (5).

Apres avoir isolé cette enzyme, il a &té possible de 1la
faire fonctionner in wvitro, utilisant 1'ADHI corme mod2le, en présence des
quatre ribonucléosides triphosphates, des ions magnésiun (Mg++) et manga-
nése (Mﬁ++), pour assister a la naissance et 2 la croissance d'une chaine

polyribonucléotidique selon le schéma proposé par BREMER et al, (7).

pppXpY ----- pZ-CH + pppd -3 pppXpY ----- pZpN-01 + PPy

Comme toutes les polymérisations en général, le polyméri-
sation des nucléoside-5'-triphosphates procéde par différentes &tapes dont
les mécanismes sont distincts mais en corrélation les uns avec les autres,
Ces divers stades peuvent &tre plus ou moins arbitrairement répertoriés de

la fagon suivante :

- Fixation de 1'ARN polymérase sur 1'ADVW et formation d'un complexe bi-
naire ADMN-ARM polymérase.

~ Déclenchement de la polymérisation,

- Propagation de la polymérisation par le déplacement relatif de 1'enzy-
me le long de 1'ADN et la formation d'un complexe ternaire ADI-ARN po-
lymérase-ARI! naissant,

- Arrét de la polymérisation et libération de l'enzyme e de 1'ARN nou-

vellement synthétisé,

Tout eu long de ces &tapes se pose le problame du contrdle
de la transcription tant du point de vue qualitatif (controle de 1l'expres-

sion de certains gines plutdt que d'autres, différenciation) que du point
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de vue quantitatif (contrdle de llactivité et du taux de transcription des

génes),

A - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUESDE L'ARIl POLYMERASE

L'ARY polymérase (nucléoside-triphosphate : ARN nucléoti-
dyl transférase, EC 2.7.7.5.) est l'enzyme qui assure in vivo la polymé&-

risation des ribonucléotides en catalysant la réaction suivante :

n NTP —-— (MMP)n + n PPy
:

Cette réaction nécessite, en outre, la pré&sence des qua-
tre nucléoside-5'~ triphosphates, des ions magnésium (Mg++) et manganase
(") et de 1'ADI "modile".

L'AR pdymérase extraite d'E. coli est celle qui a été et
est encore la plus étudiée, Toutefois, des travaux récents ont apporté

quelques informations sur 1'ARN polymérase des cellules d'Bucaryotes.

1 - L'ARN POLYMERASE D'E. COLI

a - Observation au microscope électronique et dimensions

La structure de 1'A7Y polymérase et la géométrie de sa
conjugaison & 1'ADN ont é&té observées au microscope électronique par plu-
sieurs équipes (¥UNHS et al, (7) ; CRAWFORD et al, (9) ; SLAYTER et al,
(10)).

L'ARN polymérase a la forme d'un cylindre creux de 955 de
hauteur, de 125 £ de diamdtre externe et 40 A de diamdtre interne, formé
par l'assemblage de six sous-unités, Cette structure a &été précisée par
KITANO et KAMEVANA (11) qui ont montré que les six sous-unités sont elles-
mémes formées par l'empilement de © & © sous-unités secondaires sphéroides
(voir fig, 3 p.5). Il estsuggéré que lors de la transcription le brin d'ADN
pas¢e  au travers du trou central.

Cependant, il convient de préciser que LURIN (12) a obser-
vé que 1'ARN polymérase décrite par TICHS et al, (13) n'était pas suffi-
gamment purifiée et contenait 4 & 5 structures étrangdres qui donnaient un
aspect hétérogeéne a la préparation. Selon 1'auteur, aprés purification plus

poussée par sédimentation en gradient de densité et digestion enzymatique,



a) Microscopie &lectronique de la polymérase 22 S d'E.coli.

b) Modeles artificiels de polymérase 22 S d'E. coli,

Figure n® 3 : Etude au microscope électronique de 1'ARN polymé
rase 22 S d'E.coli (KITANO et KAMEYAMA) (voir p. 7 et réf. 11).




1'AR) polymérase, tout en restant fonctionnelle, apparait sous la forme
de particules '"poreuses", trés homogines, d'un diamétre moyen de 105 R
(voir fig. 4, p. 10).

Tous les auteurs s'accordent 3 penser que la fixation de
1'enzyme sur 1'ADN entralne une modification de sa structure (voir fig.

5, p. 11).

b -~ Constante de sédimentation :

RICHARDSOKN (14), COLVILLE et al, (15) et STEVENS et al.
(15) ont montré que le fonctionnement de l'enzyme dépend &troitement de

la force ionique., Chez E. coli, & basse force ionique, elle existe sous

une forme qui sédimente avec une constante de 21 & 24 S dont la masse mo-

léculaire avoisine 900.000. A force ionique élevée, l'engyme est diggociia:

téversiblement en deux unités dont le coefficient de sédimentation égale
13S (RICHARDSON)(17), (PREUSS et ZILLIg )(1%5).
Ceite unité, de masse moléculaire égale a 450.000, repré-

senterait la forme monomére fonctionnelle de 1'enzyme.

¢ - Structure quaternaire :

Ce sont principalement les travaux de BURZESS et al, (19519b)
et ZILLIG et al. (20) qui ont permis de détailler la structure quaternaire
de 1'enzyme.

Par chromatographie sur colonne de phospho-cellulose, BUR-
GESS et al. (21) ont pu séparer l'enzyme en deux fractions : le facteur
sigma (G7 ) et 1'enzyme minimum (qu'ils ont appelée"core enzyme").

Dans l'urée M, 2 pt 9, l'enzyme se dissocie en différen-
tes sous-unités qui peuvent &tre séparées par &lectrophorzse en gel de
polyacrylamide -en préascnce de dolécylsulfonate de sodium, ou sur
acétate de cellulose. Dans les deux cas, quatre sous-unités sont mises

en &vidence

It

La sous-unité < , masse moléculaire 90.000
La sous-unité (> , masse moléculaire = 150,000

155,000

1}

. oL
La sous-unité (3 , masse moléculaire
et deux sous-unités ¢/ , chacune d'une masse moléculaire de /5.000,

La formule ctochiométrique de 1l'enzyme complite serait
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Aspect hétérogine de 1'ARN polymérase : particules en forme d'anneau (A),
d'hexagone (B), de tétradde (C), de rectangle (D) et de rosette (E).

Aspect homogine de 1'ARN polymérase hautement purifiée : particules
“poreuse" et irrégulidre (LUBIN)(voir p. 7, réf. 12).

Figure n® 4 S00A




2104

165 A

Fic. 5. Schematic representation of 225 RN
polymerase hound to DNA. '
Upper: The figure
line.
Lower: The figure

pendicular

viewed from the axis of DNA

viewed trom the side in per-
to the axis of DN\ e,

Figure n® 5 : Etude au microscope électronique de 1'ARN polymé-

rase 22 S d'E, coli fixée que 1'ADN (KITANO et KAMAYAMA) (voir p.7, réf.11),

11
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(C{z,(B ,@')fr‘, ce qui est en accord avec une masse moléculaire de
480.00C enviromn,

Ces résultats ont &té& confirmés par deg expériences
récentes de LILiL, et HARTMANN (22) et de ZILLIC et al. (23). Ils ont
pu reconstituer, & partir des sous-unités, l'enzyme compléte et fonc-
tionnelle. Il convient de noter que les sous-unités ‘T et (U , primi-
tivement décrites, ne sont pas retrouvées constamment dans les prépa-
rations et semblent &tre eagnsidérdescomme des artefacts,

Les mémes auteurs, grlce aux expériences de reconsti-

tution de 1'enzyme, sont parvenus & préciser les fonctions plus parti-

culi2dres de certaines sous~-unités :

- La particule (' présente une grande affinité pour 1'héparine
(polyanion analogue structural de 1'ADH) et serait plus particulidrement

responsable de la fixation de l'enzyme sur L'ADN (ZILLIC et al.)(24).

- La particule (3 posséde un site de fixation pour le facteur ¢~ mais
est aussi sensible & l'action de la streptolydigine (inhibiteur spécifique
de 1'allonjcnent de la chaine d'ARI). Elle serait a la fois impliquée dans
le processus de déclenchement par son intervention dans la fixation du
facteur (7 et dans le processus de propagation de la synthiése par soun rdle

dans le déplacement de 1l'enzyme sur 1'ADN (HEIL et ZILLIC ) (23).

- Enfin, nous verrons plus loin la fonction et 1l'importance du fac-
teur ¢~ lors de la fixation de 1l'enzyme sur 1'ADN, premizre &tape de pxoe

cessus de la transcription,

2 - L'ARN-POLYMERASE DES EUCARYOTES

Dang le noyau cellulaire, 1'ARN-polymérase a tout d'abord
6té décrite comme existant sous deux formes en équilibre : une forme liée
a2 1'ADN (the "aggregate RWA polymerase") e une forme libre (the "soluble
RHA polymerase'") (CHAMBON et al.) 27) et ces deux formes seraient deux &-
tats différents de la méme enzyme. Ce phénomeéne d'allostérie permetcrait,
peut-étre, de comprendre le systéme de régulation,.

Les recherches actuelles tendent surtout & distinguer deux

types principaux d'enzyme, 1liés 2 leurs fonctions et 2 leur localisation

dans le noyau.
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a - L'ARN polymérase nucléolaire dont l'activité in

vitro produit un AR! de type ribosomal (: +¢C / A+ 17 = 1,5) et fonc-

tionne a basse force ionique, en présence d'ionsma nésium,

b - L'ARN polymérase nucléoplasmique qui produit in

vitro, 2 haute force ionique et en présence d'ion; mangané&se, un ARI! de
type messager (G + C / A + U = 0,0), Cette enzyme, contrairement 2 la

précédente est inhibde par 1' «(-amanitine,

De itelles enzymes ont &té isolées chez différents ani-
maux : embryon d'Oursin (ROEDER et RUTTER)(27), foie de Rat (ROEDER et
RUTTER) (27) ; SEIFART (29), thymus de Veau (KEDINGER et al,)(30) et pla-
centa humain (VOICT et al.)(31). Les masses mol&culaires de ces diffé-
rentes enzymes qui peuvent @tre séparées en différentes sous-unités a-
voisinent généralement 400.000 (CHAMBON et al.)(32).

Enfin, il est intéressant de noter qu'une ARV polym2rase
a été extraite des mitochondries de levure (VINTERSBERCER et al,)(23)(3¢)

et de Neurospora crassa (KUNTZEL et SCHAFER)(25). Sa masse moléculaire,

beaucoup plus faible que celle de 1l'enzyme extraite du noyau est d'environ

65.000.

B - FIXATION DE L'ENZYME SUR L'AD:!

1 - FORMATION DU COMPLEXE ADN-ARN POTYMERASE

La for~ation du complexe ADIT-ARN polymérase tient compte
des intéractions stéréospécifiques dues 3 la fois A 1'ADIl et 2 1'enzyme.
Nous allons voir successivement les divers facteurs qui peuvent inter-

venir dans 1lg formation de ce complexe binaire.

a - Attachement de 1'enzyme sur des séquences spécifiques
de 1'AD.

SZVBALSKI et al. (3%) ont observé que les séquences riches
en bases pyrimidiques, - surtout en ‘cytosiné -, étaient distribuées
principalement sur 1'un des brins de 1'ADN du phage A .Sur la base de ces

observations, les auteurs ont proposé un mod2le dans lequel de telles sé-
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quences introduiraient un élément de discontinuité dans la double hélice
de 1'ADN en modifiant sa structure secondaire et seraient les sites apé-
cifiques de reconnaissance pour l'attachement de 1'ARN-polymérase., De cet-
te manidre, seraient déterminés, & la fois, le brin d'ADN qui doit 8tre
transcric et le point de départ de fonctionnement de 1l'enzyme.

Cette hypothése particuliZrement satisfaisante pour in-
terpréter d'une maniére physico-chimique le "promoteur" génétique de JACOB
(37), ne peut cependant pas &tre soutenue totalement., NAKAITA et SAKACUCHI
(32) ont isolé les sites d'ADN liés 2 la polymérase d'E. coli et en ont
établi la composition en bases : elle ne diffazre pas de celle de 1'ADN to-
tal. Les sites de fixation de 1'AD' polymérase d'E. coli eur 1'ADIl d'Ecoli
(MATSUKACE et al.) (39) et sur 1'ADi de Tz (BLATTNER et al.)(40) ne révdlent

pas non plus une gpécificité particulizre (d7 + dC = 50 p.100).

b - Influence des histones :

La fixation de 1%A27 polymérase sur 1'ADI bicaténaire se
fait dans les régions dénaturées dont une chaine est rendue accessible 2
l'enzyme par des propriétés moléculaires spécifiques (BER" ek _al.)(41).
L'accroissement de l'activité de 1'ADlI7 polymérase lors de la dissociation
des désoxynucléohistones par le polyéthylzne sulfonate de sodium (CHAMBON
et al.)(42), suggdre que ces régions dénaturées, sites préférentiels de
fixation de 1l'enzyme, peuvent &tre aussi démunies d'histones (voir aussi
p. 34 ).

c - Intervention du facteur "sigma".

In vitro, on observe une fixation de 1'ARI! polymérase
quelque peu au hasard de la double chatne d'ADI1. Ces résultats concor-
dent mal avec la notion de déclenchement spécifique de la synthése. La
découverte du facteut '8igma" (BURCESS et al.)(43) a permis de préciser
cette premi&re étape.

Etudiant la séquence 5' terminale des ARl transcrits in
vitro, SUGIURA, CRAMOTO et TAKANAIL (44) ont montré que, démunie du fac-
teur U, l'enzyme peut encore transcrire 1'ADN mais per: ga capacité de
sélectionner les sites appropriés du déclenchement de la polymérisation,

Au contraire, le facteur 0~ limite le fonctionnement de 1'enzyme 2 cer-



15

tains sites spécifiques ("initiation sites"). Ce facteur, en permet-
tant A 1l'enzyme de commencer 2 transcrire un opéron donné, agirait
donc cormme un contrdle "positif" de la synthése, en opposition au
contrdle "négatif" exercé par le répresseur,

Ce facteur ne feraii pas partie igtégrante de 1'enzyme
mais viendrait s'y joindre, lors de la fixation sur 1'ADI, pour lui con-
férer la spécificité voulue., Une fois la polymérisation commencée, 1'ARN
ayant atteini une longueur de 40 nucléotides environ (KRAROW)(45) , il
se séparerait a nouveau de l'enzyme et pourrait @tre réutilisé dans une

nouvelle opération de fixation spécifique de l'enzyme. (voir fig. ¢ p.B)

2 - STABILITE DU COMPLEXE BINAIRE ADN-ARN 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, (46) WALTER et al, (47) ont
proposé une hypothése selon laquelle la fixation de 1'enzyme s'effectue-
rait en deux é&tapes :

- la premiére serait une simple fixation de 1'ARN polymérase sur
1'ADN nécessitant une basse force ionique ;
- la seconde, plus lente, correspondrait A une ."fusion" localisée
de 1'ADM et serait responsable de la phase de latence que l'on observe
quand la synthése de 1'ARI est mesurée 2 basse termpérature.

En 1965, CHAMBON et al. (47) observaient qu'une forte
augmentation de la force ionique avant l'addition des nucléosides tri-
phosphates inhibait la synthése ultérieure de 1'ARN. Ceci s'explique
par l'impossibilité de former, dans ces conditions, un complexe ADN-Enzyme
car 1'ARI polymérase de dissocie alors en sous-unités 11-13 S,

I1 existerait une relation entre ces deux phénoménes.

Bien que l'association ADIT-ARN polymérase soit instable
aux forces ioniques élevées, il faut noter que la formation d'un court
oligonucléotide (3 & 4 nucléotides) suffit 4 stabiliser 1'ensemble
NIYOGI et al.)(49),

b - Influence de la température

Des observations s'accordent pour émettre 1l'hypothise
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RNA

Figure n® 6 : Cycle d'utilisation du facteur "sigma"™ au cours
de la transcription (TRAVERS et BURGESS) (50).
Le facteur sigma, associé 3 1'ARN polymérase, intervient dans

la sélection des sites de déclenchement de la transcription. La polymé-
risation commencée, il se dissocie du complexe ADN-Enzyme-ARN naissant
et peut Btre utilisé 2 nouveau,
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d'un appariement de 1'ADMN avec 1'ARIl polymérase par des liaisons cor-
respondant 3 des énergies relativement faibles (liaison "pont hydro-
géne", liaison de VAN DER WAALS). Ces suggestions -ont renforcées par
le fait qu'une augmentation de température labilise le complexe, or,
structure secondaire et tertiaire sont plus szables & basse température
(DUBERT et al.)(51).

Enfin, d'autres facteurs agissent sur la fixation de
1'ARN polymérase, comme le pH, la concentration en ions magnésium ou

manganese,

c - Spécificité des sites de fixation

STEAD et JONES (52) ont observé que sur 100 sites de
fixation de 1'ARN polymérase sur 1'ADIT du phage T.,; wme quinzaine seu-
lement sont trés peu dissociables, certains sites de 1'ADI! sont donc

privilégiés. Deux facteurs principaux peuvent &8tre invoqués :

1°) La structure secondaire

les_effets de,
Etudiant “Ta température, DURBERT et al. (53) montrent que

les conditions d'attachement ou de détachement excluant une transcrip-
tion appréciable, les deux phénomenes doivent se produire aux mémes si-
tes. Ce sont, probablement, ces wmBmes régions qui, sous des conditions

normales, ont une affinité maximale pour 1'ARH polymérase.

2°) La _poture  des séquences nucléotidiques de 1'ADN,

La fixation de 1'ARIl polymérase sur des séquences riches
en bases pyrimidiques, permet de penser que la stabilité du complexe liéde
3 la nature des liaisons entre l'enzyme et 1'ADN, dit dépendre fortement

des séquences nucléotidiques de 1'ADN,

d - Influence du factaur "sigma",

La rifampicine est un antibiotique qui empéche la for-
mation du complexe stable entre 1'ADN et l'enzyme, maim n'inhibe pas la
synthése si un complexe stable peut se former avant 1'addition de la ri-
fampicine. BAUTZ et BAUTZ (54) sugg2rent que le facteur "sigma' est néces-

saire A la formation d'un vétitable complexe stable (qu'ils dénomment



"osre-initiation complex'") car seuls de tels complexes formés sur les
sites appropriés de 1'ADN en présence du facteur O , restent résis-

tants a l'action de 1l'antibiotique,

e - Stabilisation du complexe par les nucléoside-5'-tri-

phosphates.

A haute force ionique, en absence de synthise, l'enzyme se
détache de 1'ADMN . Cependant la présence de nucléoside-5'-triphosphates em-
péche cette dissociation (ANTHONY et GOLDTEWATD (55). En fait, “OLDTHWAIT
et al. (57) ont montré que deux nucléotides suffisaient & stabiliser le
complexe si l'un de ces nucléosides triphosphates était de :type purique.
Ces résultats sont en accord avec leurs études de spectroscopie de flue-
rescence (WU et COLDTHWAIT)(57) et d'équilibre de dialyse (W et al,)(57)
qui avaient mis en évidence, sur l'enzyme, un site de fixation préféren-

tiel des purine nucléoside-5'-triphosphates,

3 - STABILISATION DU COMPLEXE LORS DE LA SYHTHESE

La stabilisation du complexe s'accentue dts la formation
de la premi2re liaison phosphodiester., DU et BAUTZ (59) ont d'ailleurs
montré que, in vitro, avec 1'ADN du phage i,, cette stabilisation é&tait
plus efficace lorsque cette premi2re liaison se faisait entre un nucléo-
tide purique et un nucléotide pyrimidique.

Ces résultats sont en accord avec le fait que 1'ARV gynthé-
tisé débute principalement par la séquence pppApU ---.

Cette stabilisation devient totale d&s que la polymérisg-
tion est commencée. Formé A basse force ionique, le complexe ADN-AR!! poly-
mérase devient alors fonctionnel en présence des quatre ribonucléotide-5'
-triphosphates. Cependant, une fois la synth2se induite, il faut accroftre
la force ionique de 1l'ordre de 0,4, si 1l'on veut poursuivre la polyméri-
sation dans des conditions optimales (FICIS et al.)(50). Cette augmenta-
tion de la force ionique détache, en outre, 1'ARN-polymérase non spécifique-
ment liée et non fonctionnelle, c'est-a-dire non stabilisée.

Dans ce complexe ternaire, 1' ARMN polymérase recouvre une
partie de 1'ADN, Mettant 2 profit cette propriété, SENTEUAC, RUET et FROMA-
CEOT (51) ont excisé ce complexe par action de la Diase et calculé que la

portion d'AD!! imbriquéedans le complexe est constituéed'environ 75
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nucléotides. Ils ont trés récemment montré que le facteur "sigma" était

déja absent du complexe termaire AT polymérase - ADN-ARM naissant
(RUET et al.X62)

C - DEBUT DE LA SYINTHESE

1 - NATURE DU PREMIER NUCLEOTIDE

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

La détermination du premier ribonucléotide incorporé lors
de la synthZse est particulidrement importante . En effet

- La stabilisation du complexe par les nucléotides puriques
et la mise en &vidence de leur site préférentiel de fixation ("initiation
site" de GOLDTHWAIT et al.)(43) soulignent l'influence de la nature du
premier nucléotide méme avant le déclenchement de la synth2se.

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

-~ Enfin, une derniére raison de 1'étude <u nucléotide 5'-
terminal pourrait venir de son rdle éventuel dans le processus de la lec-
ture de 1'ARIT messager.

La présence d'une extrémité 5'triphosphate pourrait notam-
ment jouer un rdle dans la durée de vie de 1'ARN messager en empé@chant sa
dégradation. Fn effet, la ribonucléase V, mise en évidence par XUWA 'O,
SCHLESSI 'CER et APIRIO ~ (54), dégrade sélectivement 1'ARN messager de 5'
vers 3' et il est vraisemblable que son action nécessite la déphosphory-

lation préalable de 1'extrémité triphosphate,

b - lNature du nucléotide initial

La formation de la chaine polyribonucléotidique sa fait
par addition de nucléoside-5'-triphosphates & 1l'extrémité 3'-hydroxyle du
polymere (BREMER et al,)(s5) ; MAITRA et HURWITZ (56)(cf. page®24 ), la
persistance des phosphoryles o , @ et 6 en extrémité 5' permet de mettre
en évidence la nature de ce nucléotide.

Les résultats acquis jusqu'a présent sont rassemblés dans

les tableaux I et IT (p. 20 et 21).
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Extrémités 5' terminales d'ARN synthétisés in vitro.

ARN synthétigés in vitro

avec 1'ARN po-~
lymérase de:

tilisant comme
déle 1YADN de:

Extrémité 5'terminale

Références

E, coli

E, coli

E, coli

Q@ replicase

Azotobacter
Vinelandii

ARN polymérase
du Réovirus

ARN polymérase de
thymus de Veau

~ nucléolaire

- nucléoplagmi-
que

ADN polymérase nu-
cléoplasmique de
foie de Rat

Phage T4

Phage T
Phage O 80

ADN d'E. coli

PPP ‘\---(prédominant de
0 & 4 mm)

pop G ~--(prédominant de
4 2 20 mm)

pop G ---
pep A --- et ppp G ---

pep A et ppp G- —-

ADN thymus de Veau ppp A e PPP G‘ -

ADN de la forme

' réplicative du

phage Fa

Phage Q@

Phage T
Phage T&
Phage T7
ADN thymus de Vea

2

ARN du Réovirus

ADN thymus de Veau

ADN thymus de Veau

ADN de foie de Rat

PPP A pUPGp == -
PPP "2 PUPAp « -~

pep (3 pUpUp ~- -

ppp GipepGp ~---- X176

pp A---

PP (5---(prépond6rance si

1'ADN est dénatu~-

ré ),

PPP GP et PPG P

pop G ---

ppe G 2ppc , 4
pep A | popa
pop G| pppc_

pPP A =«

BREMER et al, (67}

MULLER et al, (63}

SENTENAC et al, {69)
OKAMOTO et al., (70)

GOLDSTEIN et al.(71)

TADA et al, (72)

SIGIURA et al,(72)

BILIETER et al.(74)

KRAKOW et al. (75)

LEVIN et al. (76)

CHAMBON et al.(77)

SEIFART (Communicz- |

tion personnelle).

i

PR

(3
\Niza
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TABLEAU II : Extrémitde 5'~terminales d'ARN nsuvellement synthé-

tigés (ebuervatien in vive).

ARN Extrémité 5'-terminal Références
£ oG --- ROBERTSON et al. (78)
DAHLBERG (79)

R, por Q3 p(Pudp(Py)p--- ROBLIN et al, (80)(81)
MS, pep G pGpCpup DE WACHTER et _al.(82)(83)
per G p--- GLITZ (84)

VANDENBERGHE (85)
Qp ppp QG p--- WATANABE et al. (86)
Bis pep G p--- WATANABE et al, (87)

Q@ “self-replica-
ting variant®

ARN du virus de la
nécrose du tabac(TNV)

E. coli

ARN 585 de cellules
Hela

, {ARN 58 de cellules
KB

d-ARN lourd de foie
de Rat

pep (Gp ), (Ap)2 (Cp)z--..

pp A pGpUp ~ -

egppG 1 suse 1
ppp A p--- | pppA

pep G pUp--- (76 2 87 p.100)
(pp)p G pup---

pppXp~~~ et ppXp=-=-

BISHOP et al. (88)

LESNAW et al. (89)

JOKGENSEN et al. (90)
HATLEN et al, (91)
FORGET et al. (92)

RYSKOW et al, (93)
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I1 est tout-3 fait remarquable que le CTP ou 1'ATP (les
deux ribonucléotides puriques) est le nucléotide 5'-terminal de tous les
ARN de Bactériophages ou d'ARN nouvellement synthétisés in vitro, étudiés
jusqu'alors.

La signification de ce fait est encore incertaine.Il est
tout d'abord possible qu'il goit 1ié aux sites gpécifiques de d&clenche-
ment de la synth2se. GOLDTHWAIT et al. (94) ont d'ailleurs mis en évidence
deux sites de fixation des nucléosidq -5'-triphosphates sur 1'ARI-polymé-
rase : d'une part un site de déclenchement de la synth2se (propre aux nu-
cléotides puriques) et, d'autre part, un site de polymérisation (fixation
&gale des quatre ribonucléotides). Enfin, la stabilisation du complexe,
lors de la formation de la premiére liaison phosphodiester exige la pré-
sence d'au moins un nucléotide purique.

En outre, il faut noter que chez les Eucaryctes, in vivo,
trés peu de résultats -ont été acquis jusqu'ad présent, HATLEI!, AMALDI et
ATTARDT (95) ont montré que 1'ARi 58 des cellules Hela posside le GTP
en position 5'-terminale RYSKOV et GEORGIEV en 1970 (96) ont précisé que
les dARN géants possédent une extrémité 5'-polyphosphate.

I1 est cependant intéressant de mettre en lumidre le fait,
in vitro, que la nature du nucléotide 5'-terminal puisse &tre relié: 2 la
synthése de certaines classes d'ANN, Utilisant 1'ADN de thymus de Veau com-
me mod2le, CHAMBO! et al. (97) observent que 1l'extrémité 5'-~triphosphate

différe: gi- 1'"ARN polymérase utilisée est d'origine nucléo-
laire ou nucléoplasmique. De méme, avec 1'ARMN polymérase extranucléolaire
de foie de Rat, SEIFART (Communication personnelle) retrouve une propor-
tion ppp”/pppA égale a 2, A l'extrémité 5' des AR synthétisés in vitro

sur 1'ADIl de foie de Rat,.

2 - DEPHOSPHORYLATION DU NUCLEOSIDE 5'-TRIPHOSPHATE TERMINAL

Tandis que les Al nouvellement formés possédent encore le
groupement triphosphate 5'-terminal, les AR cellulaires stables (ALll-r,
AR!T-t) posgsadent un monophosphate 5'-terminal (MADISOM)(27). Tl se pose
donc la question du rdle de ce nucléotide, de la signification et du mode
de sa déphosphorylation ultérieure., MAITRA et a1, (99) ont mis en é&vidence
& partir d'homogénats bactériens, deux enzymes capables de libérer le phos-

phoryle % des chafnes d'ARl commencant par un résidu de “7TP ou 4'ATP, Ils
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les ont appeléas"GTP terminus enzyme" et "ATP terminus enzyme"., Le

premier nécessite la présence de ribosomes,

3 - LA SEQUENCE 5'-TERMINALE

Pour connaftre les mécanismes moléculaires de 1l'initia-
tion, des auteurs se sont attachés a étudier la nature de la séquence
5'-terminale. I1 fut, tout d'abord encourageant de remarquer que du
cdté 5', le pénulti2me nucléotide était fréquemment 1'UMP (dans 40 p.100
des cas) (MAITRA et al.)(100), tandis que les codons inducteurs de la
synthése des protéines sont précisément AUC et GUG (SALAS et el.) (101).

Cependant, au fil des expériences, cette régle fut infir-
mée (DE WACHTER et _al.)(102). De meme, récemment, les travaux de TADA et
TADA (103), réalisés in vitro, montrent une grande diversité de la séquen-
ce 5'-terminale tandis que le nucléotide initial reste identique. Il sem-
ble cependant, qu'il se dégage une certaine prédominance des bases puri-
ques. Cette remarque a d'ailleurs été mise & profit pour tenter de déter-
miner des sites privilégiés de début de synthése. Faisant fonctionner in
vitro 1'ARN polymérase d'E. coli, SUCIURA et al. (104) ont trouvé que
trois espeéces différentes d'ARN débutant par les séquences pppApUpG--,
pPPGpUpPA--~, pppCpUpU---, sont synthétigséessous la direction de L'ADN de
le forme réplicative du phage fd. En absence du facieur "sigma", ils
remarquent une diversité beaucoup plus grande dans la séquence 5'terminale,
diversité qui se réduit aux trois esp2ces précédemment observées si le fac-
teur "sigma" est réassocié 2 l'enzyme. I1 se confirme donc bien que ce fac-

teur emp@che un déclenchement , au hasard, de la synthése.

4 - EDENTIFICATION DES SITES DE DECLENCHEMENT DE LA SYNTHESE

Nous avons vu préeédemment que 1'ARN polymérase se fixe
sur 1'ADN en des sites spécifiques 1liés 2 une séquence donnée, Cette sé-
quence, riche en bases pyrimidiques, devait avoir son reflet dans 1'ARN
néosynthétisé possédant une séquence :'terminale riche en bases puriques.
Cette hypoth2se sans &@tre infirmée ne peut pas &tre compldtement soutenue
devant la diversité des séquences 5'terminales observées, D'ailleurs il
convient de noter que trés récemment SZYBALSKI (Résultagts non publiés) (105)

a montré que, sur le phage A , une certaine distance (50 2 quelgues
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centaines de nucléotides) séparerait le site de fixation de 1'ARN poly-
mérase ("Promotor site") du site de déclenchement de la synthése ("Start

signal site").

D - DEPLACEMENT DE L'ENZYME LE LOI': DE L'ADN

1 - FORMATION D'UN IIVBRIDE ADN-ARI! POLYMERASE -ARI] NAISSAIT

Avec la croissance de la chaine polyribonucléotidique se
forme un complexe ternaire entre 1'ADI, 1'ARN polymérase et 1'ANT naissant,

La stabilité de ce complexe est assurée par des liaisons
"pont hydrogéne" entre les bases de la chatne d'ADN et ecellesde 1'ARN. Il
est important de noter que cette structure régiste a l'action de la ribo-

nuclése pancréatique (cf.p, 45).

2 - CINETIQUE DE LA SYNTHESE IN VITRO

a - A faible force ionique

Toutes les chaines sont amorcées pendant les quinze pre-
midres minutes (BREMER et al. (10%) ; MAITRA et al. (107) =  ; RICHARD-
SON (108) et KRAKOW et al. (109)) BREMER et KONRAD (110) ont montré que
la croissance de la chaine diminuait rapidement jusqu'a son arrét. La
vitesse de croissance est d'environ une dizaine de nucléotides par se-

conde.

b - A force ionique plus élevée

Le déclenchement n'est plus limité au premier quart d'heu-
re mais se prolonge pendant plusieurs heures, Ces caractéristiques seront

exploitées pour interpréter le mécanisme d'arrét de la synthése (cf. p.29).

3 - 1LE SENS DE LA SYNTHESE

Dans le processus de polymérisation des ribonucléoside-
5'=triphosphates, la séquence de L'ARN est déterminée par la complémen-

tarité des bases avec le brin d'AD transcrit suivant la conception de



de WATSON et CRICK (111),
L'addition des nucléosides triphosphates sur 1'ARIT en

croigssance peut se concevoir de deux manieéres :

- croissance dans le sens 3! ——> 5!

5 1 3 ] . 5 ¥ v @ 3 1
PPPNOH  + @po Ciemm ZOH ——5 ppplipXp ----- ZOH + PP,
- Croissance dans le sens 5' —— 3!
5 ! 3_' J 5 1 3 f
X
PPPXp —---- Z0H +@pNOH ———> pppKp ----- ZpNOH + PPi

Deux considérations importantes, qui guideront nos con-

clusions personnelles, peuvent &tre faites A 1l'examen de ces formules :

1°) Dans le premier cas (3' ——> 5') (voir fig.7p.%6 ).
~ le nucléoside 5'-triphosphate terminal est de na-
ture variable selon le dernier triphosphate incorporé.
- la séquence 5'-terminale doit &tre sous la dépen-

dance de 1'ARN polymérase,

2°) Dans le seoond cas (5' —> 3') (voir fig.gp.27 ),
- le nucléoside 5'-triphosphate doit &tre le méme
tout au long de la synthésge ;
- la séquence 3'-hydroxyle terminale est imbriquée

dans le complexe ADII/ARN polymérase.

Parmi tous les travaux qui ont permis de déterminer le
sens de la transcription, nous citerons les plus probants. Ils s'accordent
a proposer un gens unique de transcription de 5' vers 3'. Il est intéressant

denoter, d'ailleurs, que c'est aussi le sens de lecture de 1'ARN messager.

a - Détermination du sens de transcription par 1'incorpora-

tion de 3'-dé&soxyadénosine-5'~-triphosphate (3'-dATP)

marqué au lbg

Utilisant 1'ARN bolymérase de Micrococcus Lysodeikticus,
SHICEURA et BOXER (112) ont montré que le 3'-dATP inhibait la synth2se des

ARN puisque la liaison 3' ——— 5' phosphodiester ne pouvait pag.cé faire.En
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outre, dans le produit d'hydrolyse alcaline de 1'ARN dont la synthése
a été bloquée, toute la radioactivité est pratiquement présente dans

la fraction nucléosidique.

¥*
PPPXp ~——-- XOH +  3'-dATP marqué
W
PPPAp =-=--- XpAH + PPi
|
L KOH
| v \ "
\ #*
PPPXP : nucléosides i . AH
; mogophosphates !
i
| |

L'addition des nucléosides triphosphates se fait donc sur l'extrémité

3'-hydroxyle,

b - Détermination du sens de transcription par l'incorpora-

tion de nucléoside-5'-triphosphate marqué par >H.

Le sens chimique de la syntheése de 1'ARN in vitro contre
1'ADN du phage T4 a été démomtré par BREMER et KONRAD (113) . L'ATP
5'-terminal de la chatne n' est . spécifiquement marquée que si 1'in-

corporation de 1'ATP—3H a été faite dés le début de la syntheése,

¢ - Détermination du sens de la transcription par l'incor-

goration de nucléoside-3'-triphosphate marqué sur le

phosphoryle en § .

coli et différents

E, coll

Des expériences avec 1'ARN polymérase d'
ADN ont confirmé le sens de la transcription de 5' vers 3', Notamment,
MAITRA et HURWITZ (114) ont montré que la radioactivité était spécifique-
ment liée 3 1'extrémité 5'-terminale lorsque la synthese était tout d'a-
bord déclenchée avec des nucléosides triphosphates marqués puls poursui-
vie avec des nucléosides non marqués,

C'est pour tenter d'élucider le sens de la transcription

in vivo chez les Eucaryotes que nous nous sommes attaché a déterminer



1l'extrémité 5'-terminale des ARN rapidement marqués dans les cellules

Heim.et I35 st dans lag cellules de foie de Rat,

4 - ABYMETRIE DE LA TRANSCRIPTION

Sachant que la transcription s'effectuait sur un seul brin
de 1'ADN, la question s'est poséede savoir si une scule chatne privilé-
giée servait a la formation des ARN ou si les deux chafnes pouvaient 8tre
copiées,

Par la technique des hybridatioms, MARMUR et al, (115) ont
moatré chez le phage SP 8, que seul, le brin d'ADN le plus riche en bases
pyrimidiques était complémentaire de 1'ARN nouvellement formé, D'autre part
méme en large excés, il n'est pas possible d'hybrider plus de 50 p.1l00
d'ARN avec 1'ADN chez les Bactéries (Mc CARTHY et BOLTON)(1156). En outre,
tous les ARN cellulaires, stables ou 2 haute vitesse de renouvellement,
sont des molécules monocatémeires qui ne peuvent s'hybrider entrlelles ;
ils n'ont donc pas pu &@tre codés par deux chaines complémentaires d'ADN,
Cependant, dans de récents travaux, COHEN et HURWITZ (117) ont démontré
que les deux chaines de 1'ADN du phage ,\ servaient de moule in vivo,

Actuellement, il est donc possible d'émettre l'hypothése
d'une synthése asymétrique qui impliquerait la copie des deux brins de

1'ADN, bien que pour un trongon donné une seule fibre soit transcrite.

e

E - ARRRT DE LA SYNTHESE - LIBERATION DE L'ARN NEOSYNTHETISE ET DE L'ENZYME

A force ionique élevée, la synthése de 1'ARN se poursuit
pendant plusieurs heures. Il se synthétise des molécules plus longues que
leurs équivalents in vivo. Le signal d'arr2t ne semble donc pas respecté
in vitro, et l'enzyme n'est d'ailleurs pas libérée,

Le mécanisme moléculaire de la "terminaison-libération'est
encore mal connu,

Selof KRAKOW (118) et MAITRA et HURWITZ (119), il se pour-
rait que 1'ARN lui-m@me inhibe l'action de 1'ARN-polymérase par #ixation
compétitive sur le site propre & : . 1'ADN., Ce mécanisme permettrait de
comprendre l'acition stimulatrice de la ribonucléase ou de la foree ionique
élevée qui, en détachant artificiellement 1'ARN naissant du complexe, em-

pécherait cette inhibition,
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Il est aussi prabable qu'une séquence spécifique de 1'ADN
soit un signal d'arrét, En accord avec cette hypothase, MAITRA (120) a
récemment identifié le nucléoaide 3'-0H terminal des ARN 1ibérés lors
de la polymérisation in vitro : il s'agit principalement , sinon exclu-
sivement, de l'uridine. SUMMERS et SZYBALSKI (121) ont par ailleurs mon-
tré que l'arrét de la synthése se produigaaagg:ggﬁZ;;:;t quand le poly
dG.dC ou le poly dA.dT ekt transcrit; in vitro, Les différences entre

le= synth2ses in vitro et in vivo ont conduit ROBERTS (122) & découvrir

dans la fraction soluble d'extrait de E. coli un facteur qui crée l'arrét
s pécifique de la transcription et provoque la libération de 1'ARN. Ce
factd ar, appelé "rho", est une protéine de masse moléculaire avoisinant
200.000, Ajouté 1lors des synthéses effectuées in vitro sur le phage;\ 3
il régule l'arr®t de la synthése et conf2re aux ARN une taille homogéne
et semblable & celle des ARN transcrits in vivo sur le méme modidle, Il
pourrait agir en se fixant sur 1'ARN naissant et provoquer son détachement,
I1 est aussi possible qu'il modifie la structure spatiale de 1l'enzyme et
_ lui permette de rcconnaitre lec séquences de 1'ADN codant pour une fin de

synthése,

IT - REGULATION DE LA TRANSCRIPTION

Quantitativunenf, et surtout qualitativement, l'activité
de 1'ARN polymérase in vitro est de loin inférieure 2 son activité ob-
servée in vivo., Aprés avoir rappelé brizvement les données acquises chez
les Procaryotes, nous exposerons les connaissances actuelles de la régu-

lation de la tranmscription chez les Eucaryotes.

A - REGULATION CHEZ LES PROCARYCTES.

—_——

La connaissance des divers contrdles exercés sur la trans-
cription a pu @tre établie par des &tudes génétiques mendes sur les Pha-
ges, Bactéries et leurs mutants, Tl apparait actuellement que cette ré-
gulation, en fait tr2s complexe, soit due & l'action concomittante d'ac-
tivateurs (contrdle "positif") et d'inhibiteurs(contrdle "négatif") agis-
sant directement ou indirectement sur le déclenchement de l'activité poly-

mérasique.
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Outre la régulation exercée sur le processus méme de déclen-
chement de la synthase, il existe, selon l'hypothése proposée par STENT
(123), un couplage entre synthdse protéique et synthése d'ARN, Le groupe
de NIREMBERG (BYRNE et al.)(124) a pu mettre en évidence, in vitro, un
complexe dans lequel le ribosome était déja attaché a 1'ARN messager alors
que celui-ci était encore 1ié a 1'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 d'ARN messagers synthétisés,
L'hypoth&se de STENT (125) proposant un couplage entre synth&se protéique et
synth2se d'ARN se vérifiait donc,

Utilisant le syst2me de synthése protéique associé 2 la
transcription de 1'ADN du phage T,, WAONO, ROUVIERE et GROS (126), REVEL
et GROS (127) ont recherché s'il existait 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 particulizre
(le facteur "C") et des ribosomes (plus particulidrement la fraction 308)

provoquait, au contr#ire, une forte stimulation de la trangecription,

B - REGULATION CHEZ LES EUCARYQTES

Le systéme de régulation est beaucoup plus difficilement
abordable chez les Eucaryotes, En plus d'un contrdle direct au niveau
de la transcription, comme' dans les systémes bactériens, 1'ARN doit
@tre transporté de son site de synthése, - le noyau-, jusgu'a son lieu
d'utilisation, - le cytoplasme-,

Le fait le plus caractéristique est qu'il se synthétise, dans
le noyau, des chatnes d'ARN beaucoup plus longues que celles finalement
utilisées dans le cytoplasme. Qu'il c'agi-se  des ARN ribosomaux ou
messagers, ou solubles, tous sont issus de molécules de tailles plus éle-
vées, associées d2s leur synthése a des protéines,-sauf dang le cas des
ARNt-qui joueraient a la fois um rdle de transport et de protection de

1'ARN,

1 - FCRMES CONJUGUEES DANS LE NOYAU

a - Particules ribonucléoprotéiques, précutseurs ribosomaux,

Les ribosomes sont des RNP formésprincipalement par 1l'asso-
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cliation de protéines a deux types d'ARN, 1'ARN 225 et I1'ARN 1385,
Cepeundg®t, dans le nucléole, c'est une molécule géante d'ARN de type
ribosomal qui est synthétisée et sera clivée ensuite, Cet ARN 458

est associé 2 des protéines pour former une particule RNP de coeffi-
cient de sédimentation égal & 30S \SCHERRER et al.(12¢) ; .PERRY et al.
(129) ; WARNER et al, (130) ; SHANKAR et al, (131) ; LIAU et PERRY .
(132).

b - Particules ribonucléoprotéiques, précurseurs d'ARN messagers,

SAMARINA, ASRIYAN et GEORGIEV (1965)(133) ont montré que
les d-ARN synthétisés dans le noyau de foie de Rat se combinafent dés
leur synth2se a des particules de protéines spécifiques : Les "informo-
féres", Ces protéines joueraient un rdle 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
rd8le semblable & 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 été mises en évidence dansg
différents laboratoires, soit & partir d'extraits de noyaux de foie de
Rat (MOULE Bt al, (134) ; PARSOIS et Mc Carty (135) ; ISHIKAWA et al.
(136) ou sous forme de particules spontanément diffusibles de ces noyaux
(DEFERT-KOBUS, KERCKAERT, SEGARD et MONTREUIL)(137). Des particules RNP
semblables ont été étudiées a partir d'autres tissus : cerveau de Rat,
(STEVENIN, MANDEL et JACOB)(13.) ; thyrotde de Mouton (CARTOUZOU, POIREE
et LISSITSKY)(139),

2 - FORMES CONJUGUEES DANS LE CYTOPLASIME

Les complexes de rRNP et de dRNP, aprés avoir subi une ré-
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 2t al, (141) ont observé que
le précurseur 45S des rRNA était dégradé a plus de 50 p.10C dans le noyau,
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et que seuls passaient dans le cytoplasme les ARN 28S ei 125 sous la
forme de particules 60-65 S et 40-45S pour former les nouveaux ribo-

somes,

b - Préeurseurs des ARN messagers,

({ - Formes conjuguées inactives

1°) Chez les organismes embryonnaires, des cellules

énucléées peuvent poursuivre le processus de la division cellulaire et
contimement donc & synthétiser des protéines (HARVEY)(142). On peut
penser que 1'ARN-m existe dans le cytoplasme sous une forme de réserve,
11 revient & SPIRIN et al, (143) d'avoir, les premiers, ea 19254, mis en
évidence des associations de protéines et d'ARN de type messager dans

1'embryon de Misgurnus fossilis,

Ces particules de ribonucléoprotéines sont de tailles
tras différentes (208 - 305 - 405 - 508 -~ 558 - 658 - 7585 et 908 -
1008 - 110S) mais possédent toutes, outre la propriété fondamentale d'étre
une association ARN n-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 rdle de transporteur de l'information géné-
tique, ces particules furent nommées ®informosomes'’, SPIRIN et NEMER (144)
puis INFANTE et NEMER (145) ont caractérisé des structures identiques

dans des cellules embrgonnaires diverses,

2°) Chez les organismes différenciés, Dés lors, de nombreux

auteurs s'attachérent & identifier des particules semblables dans des or-
ganismes différenciés, Ces particules furent caractérisées dans des ex-
traits cytoplaswiques de cellules Hela (Mc CONKEY et HOPKINS (146) ;
PERRY et KELILEY (147) et de foie de Rat (HENSHAW et LAREAU (148), SAMARINA
et al, (149)), Dans ce cas, les ribonucléopratéines ne présentent plus la
diversité de taille observée chez les cellules embryonnaires mais ont

toutes une constante de sédimentation avoisinant 458,

ﬁ)— Formes conjuguées actives

Des rdles divers peuvent &8tre attribuég 2a ces ribonucléo-

protéines de type”informosome". Représentant une forme de protection contre
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les actions des nucléases, elles seraient une forme de stockage de
1'information génétique. Des travaux de MANO et NAGANO (150)(151},
ont montré que l'activation des ARN maternels (porteurs de 1l'infor-
mation génétique) présents dans le cytoplasme des cellules embryon-
naires se fait par l'action d'une protéase agissant comme la tryp-
sine ("trypsin-like factor").

En outre, il est possible que ces protéines puissent

jouer un rdle dans le contrdle de la lecture de 1l'ARN messager,

3 ~_CONCLUSIONS

¢
GRORGIEV (152) a récerment proposé une hypothise géné-

rale de la régulation de la transcription chez les Eucaryotes (voir
fig. 9 , p. 35). Selon son modéle, les cistrons contenant les g2nes
de structure sont localisés dans la partie distale de l'opéron tan-
dis que la partie proche du promoteur contiendrait les séquences

d'ADN capables de fixer les protéines de régulation de la synth2se,

Ces protéines pourraient &tre, d'une part, certaines
histones dont l'affinité pour 1'ADN serait telle qu'elles formeraient
un complexe inddssociable et empacheraient le déplacement de 1'ARN
polymérase, Ces histones joueraient un rdle primordial dans le blo-
cage définitif de 1'expression de certains génes lors de la diffé-
renciation cellulaire,

Ces protéines pourraient 8tre, d'autre part, des pro-
téines non histoniques, analogues au répresseur mis en évidence chez
les Procaryotes par GILBERT et MULLER-HILL (153)(1%%) en exergant ug .
contrdle négatif de la transcription,.

La différence fondamentale entre la sgituation observée
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 (ajp, ax) communs a toute une classe de
gdnes seraient bloqués par un m&ne répresseur, D'autres sites (ap),
plus spécifiques, apporteraient une régulation "plus fine",

GEORGIEV et son équipe omt récemment apporté quelques confirma-
tions a4 ce modéle en montrant :

- que l'extrémité 5' des dARN géants posside un taux

d'hybridation plus élevé que le reste de la molécule, ce qui confirme
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la présence de séquences hautement répétitives dans la partie pro-
ximalede 1'opéron (nombreux sites aj, ap) (RYSKOV et al.)(15:).

-~ que la partie de ces d-ARN géants qui passait dans
le cytoplasme (zone contenant le message pour les protéines de struc-
ture) se trouvai:-' localisée du cdté de l'extrémité 3-0H (COUTELLE
et al.)(156).

Cette hypothése est particulidrement attrayante car
elle présente un modéle trés général de la régulation de la trans-
cription chez les Eucaryotes, valable pour toutes les classes d'ARN

transcrits : messagers ou ribosomaux,

1
i

LES HYBRIDES ITATURELS

R S TR R P S e e o T T

L'étude des hybrides naturels ADN-ARN, formés in vivo
lors de la transcription, permet de comnaftre, au niveau moléculai-
re, les détails de la polymérisation des ribonucléotides,

De nombreux auteurs ont consacré leurs travaux a l'ex-
traction et a 1'@tude de telles structures, MILLER et al,, en 15G69-
1970 (187)(157) sont parvenus & observer au microscope électronique

ces complexes représentant le "géne en action",

I -~ HYBRIDES DES PROCARTYOTES

Les premi2res tentatives d'extraction de ces complexes
ont &té réalisées a partir de cultures d'E, coli infectéegpar le
phage T, par SPIELGELMAN et al, (1597 qui utilis2rent le mélange
chloroforme/alcool isoamylique en présence de dodécyl sulfonate de
sodiun (SDS), Cependant, les quantités obtenues étaient malbeureu-
sement insuffisantes et des travaux semblables menés par KONRAD et
STENT (160) n'ont pas été plus fructueux,

HAYASHI et HAYASHIY (151) ont repris ces travaux en
isolant 1'hybride ADN-ARN par le SDS-phénol-chloroforme 2 partir
d;?ﬁ_géil infecté par le phage @X—174. Cette structure fut alors
étudide en détail, Ils montrérent que 1'ARN associé a 1'ADY était
résistant a l'action de la ribonucléase, et que le complexe se

dissociait sous l'action de la chaleur ou de la formamide (rupture
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des ponts'hydrog2ne'"), La longueur du brin d'ARN hybridé fut éva-
luée 2 une cinquantaine de nucléotides (3 & 3,5S). Enfin, ce com-
plexe n'était pas un artéfact puisque, méme aprés 70 heures de mé-
lange 2 haute force ionique, 1'ARN rapidement marqué n'était pas
associé avec 1'ADN (deux pics distincts lors de la centrifugation
en gradient de densité de sulfate de césium).

Chez les Bactéries (E., coli, Staphylococcus aureus,

Micrococcus lysodeikticus), TONGUR et al, (162) ~ ont mis en

évidence un complexe identique dont la structure est préservée
par une protéine qu'il soupgonne d'é@tre 1'ARN polymérase elle-
méme, L'ARN peut &tre détaché de l'hybride par cheuffage ou sous
1'action de 1l'urée 6M, son coefficient de sédimentation moyen est
de 7,55, La quantité d'ARN représente 10 & 15 p.1l00 de 1'ADN et
2 24 p,100 de la totalité de 1'ARN cellulaire. Sa composition en
bases ressemble plus a celle de 1'ARN total qu'elle ne réflate celle
de 1'ADN.

Enfin, trds récemment, STONINGTON et PETTIJOHN
(163) ont isolé 1'ADN d'E. coli sous la forme d'une structure com-
pacte (32005) contemant de petites quantités d'ARN nouvellement
synthétisés et de protéines caractérisées comme étant 1'ARN poly-

mérase,

IT - HYBRIDES DES EUCARYOQOTES

Des hybrides naturels ADN-ARN ont été 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)(15%) ont obtenu un complexe ADN-ARN par une extraction ef-
fectuée par le mélange de désoxycholatég%Eg%%l%%ioroforme-alcoo1
isoamylique. En se fondant sur les courbes de dénatutation thermi-
que, sur la centrifugation en gradient de chlorure de césium (di-
minution de densité du complexe apres l'action de la RNase) et
sur la sensibilité 2 la DNase, les auteurs pensent qu'il s'agit
d'un hybride contenant deux brins d'ADN et un brin d'ARI,

Un complexe ADN-ARIl a aussi été isolé par MEAD (1954)

(165) par une méthode semblable & partir de Drosophila melanogaester.

Le rapport ADN/ARN est, dans ce cas, égal 2 deux,
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Dans les cellules de l'hépatome ascitique, MANDEL et BORXIWSKA(1964)
(166) ont utilisé le SDS suivant le procédé de KAY (167), et le phénol
(BORKOWSKA et al,)(168). Ils obtiennent par chromatographie sur colomne
MAK (méthyl-albumine Kieselguhr) deux fractions contenant 2 la fois 1'
1'ADN et 1'ARN, gu'ils dénomment hybrides naturels et qui ont des pro-
priétés métaboliques différentes.

RICETER et SENGER (1965) (169) ont étudié un complexe
ADN-ARN isolé de Chlorella aprés un marquage court par le radiophos~
phore, La composition en bases de 1'ARN néosynthétisé suggére, selon
les auteurs, qu'une seule chatne de 1'ADN sert de modéle 2 la polyméri-
sation des ribonucléotides,

WILKINSON et KIRBY (1966) (170) ont, semble-t-il, obtenu
un complexe ADN~ARN 2 partir du foie de Rat sain et hépatomateu®, au
moyen du 4eamino-salycilate de sodium et du phénol, Ce complexe est
légérement sensible a la RNase, Par une méthode semblable, WATSON et
RALPH (1967)(171) ont isolé un ARN associé 3 1'ADN dans le cas de cel-
lules de Sarcome 180.

Dans le cas de cellules Hela, fadsant appel au mélange
SPS-chloroforme-alcool isoamylique, LEVIS, KRSMANOVIC et ERRERA (1967)
(172) ont pu mettre en évidence un ARN rapidement marqué associé a 1'ADN,

Récemment dans notre laboratoire, KRSMANCVIC, SEGARD et
MONTREUIL (1968) (173) sont parvenus 2 isoler un complexe ADN-ARN du
foie de Rat par une méthode semblable, L'action de la force ionique,
la dissociation par la chaleur et la formamide, la résistance partielle
a la RI#€ ont montré l'action prépondérante des liaigons ponts "hydro-
géne" dans la stabilité de ce complexe (SERGEANT et al,)(174).

AVADHANI et al. (1970)(175) ont isolé et montré qu'un tel

complexe ADN-ARN existait chez Zuglena gracilis. En outre, ce complexe

stimule fortement 1'incorporation des amino-acides dans un systime acel-
lulaire d'E, coli (AVADHANI et al.) (176), Il convient cepegdsnt d'8tre
prudent quant & l'interprétation de ces résultats,

Enfin, GAITSKHOKI et al, (1978)(177) ont isolé de mitochon-
dries d'hépatocytes de Rat des complexes ADN-ARN qui stimulent aussi le
synthése protéique dans un systéme acellulaire de foie de Rat, Les au-~
teurs distinguent deux types de complexes selon la stabilité des liai-

sons ADN-ARN lors du passage sur colonne MAK. Ces
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complexes peuvent &atre, notamment, obtenus 3 partir de la membrane,

C'est sur 1'étude de ce matériel quc nous avons fondé
nos travaux, A partir du complexe ADN-ARN, - dont les propriétés
physico-chimiques ont &été plus particulidrement étudiées par SERGEANT
(178)(179) -, nous avons tenté :

-~ de mettre en évidence l'extrémité 5'-terminale de
1'ARN en voie de synthése,

- de déterminer l'extrémité résistante & 1l'action de
la RNase,

-~ de tirer des conclusions quant au sens de la trans-

cription in vivo dans le cas de cellules de Mammiféres,
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MATERIEL ET METHODES \

I - MARQUAGE DES ACIDES NUCLEIQUES PAR DES PRECURSEURS
RADIOACTIFS.

A - MARQUACE DES CELLULES

Les cellules Hela et les cellules KB qui nous ont servi
de natériel ont été cultivées & 37°C en couches monocellulaires, dans

des boites de ROUX contenant 80 ml du milieu suivant (milieu‘g}lo) $

NacCl 8 / gflitre
KC1 0,4 g/litre
MgS0,, 7 H,0 0,2 g/litre
Na2P04H, 12 H20- 0,15 g/litre
KH, PO, 0,06 g/litre
Rouge phénol 0,02 g/litre
Hydrolysat de lactalbumine 5,0 g/litre
Extrait de levure 0,5 g/litre
Glucose 2 g/litre
NeHCO, 2 g/litre
CaCl2 0,14 g/litre
Pénicilline 10° unités/litre
Streptomycine 0,1 g/litre
Sérum de Veau 0,1 1/litre

Nous avons utilisé des cellules 8gées de 36 heures afin d'a-
voir un nombre suffisant de cellules en phase exponenticlle de croissance,
Une botte de ROUX, dans ces conditions contient en moyenne 2 a 4 x 107
cellules,

Le marquage des cellules intactes est effectué en présence de i

5pCi de 3H-8-guanine par nl de milieu de culture

5 pCi de 3H—8—adénine par nl de milieu de culture

5 VCi de 2?-5-uridine par nl de milieu de culture

4 vCi de ~“p-orthophosphate par ml de milieu de culture.

pendant 16 heures dans le milieu indiqué ci-dessus.
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Apras l'incorporation, le matériel est refroidi par le
mélange glace-cau, le milieu radio-actif est éliminé puis remplecé
par du milicu EAGLE (nilieu @"10 sans sérun de Veau) préalablement
maintenu 2 4°C. Le détachement des cellules est effectué par agitation
de la boite de ROUX en présence de billeg de verre de 2 mm de diame-
tre, dans le milieu EAGLE.

Le sédiment cellulaire obtenu par une centrifugation
de 5 nminutes & 1000 t/mn est ensuite lavé une fois dans le milieu de

EAGLE puis centrifugé A nouveau, a la méme vitesse,

B - MARgUAGE DES HEPATOCYTES DE RAT

Des rats mlles 8gés de trois mois laissés a jeln pendant
4 heures (eau 2 discrétion), regoivent une injection intrapéritonéale
de 2mCi de radiophosphate neutralisé par une solution de bicarbonate.
Aprés une incubation de 14 heures a jeln, les rats sont sacrifiés par

décapitation et les foies prélevés.
IT - ISOLEMENT DES NOYAUX DE FOIE DE RAT
T S S S S T T S T I I I I

Les foies sont lavés dans une solution 0,25 M en saccha-
rose A 4°C, broyés finement et homogénéisés 2 0°C dans 20 volumes d'une
solution 2,2 M en saccharose et 3,3 mM en acétate de calcium (CHAUVEAU
et al.) (130). L'homogénat est centrifugé dans le rotor 21 de l'ultra-
centrifugeuse préparative Spinco L2-65B 2 20,000 t/mn pendant 60 mn 2
4°C, Cette méthode permet d'obtenir un sédiment de noyaux de haute pu-
reté,

111 - EXTRACTION DES ACIDES NUCLETQUES PAR LE MELANGE
SDS /CHLOROFORME /ALCOOL ISOAMYLIQUE.

Le sédiment contenant 5 a 7.107 noyaux de foie de Rat par
nl (ou 2 a 3 x 107 cellules) est mis en suspension dans 15 ml de 1la
solution suivante :

Tris/HEl 0,01 M ; pH 7,4

NaCl 0,3 M

Citrate de sodium 0,03 M
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EDTA 0,001 M ; pH 7,4
Bentonite 1 mg/ml

Les noyaux (ou les cellules) sont lyc8s par addition de
dodécyl-sulfonate de sodium (SDS) recristallisé (CRESTFIELD et al,)
(18D, jusqu'a une concentration de 1 p,100 (solution stock de SDS
10 p.100 dans 1'éthanol a 50 p.1l00). Aprés une agitation de 15 nminu-
tes 2 4°C, le lysat est additionné d'un volume égal du mélange chlo-
roforme/alcool isoamylique (35:10) (v:v) et l'agitation poursuivie
pendant 45 minutes a 4°C, Ensuite, le lysat est centrifugé 10 ninutes
2 10.000 g et la phase aqueuse est extraite une seconde fois par le
mélange chloroforme/alcool isoamylique, sous agitation pendant 15 mn
a 4°C (LEVIS et al.)(182. Les fibres contenant 1'ADN et 1'ARN sont
recueillies 2 partir de la phase aqueuse finale par addition d'un
volume égal d'éthanol absolu et enroulées sur des baguettes de verre.
Les acides nucléiques peuvent @tre conservés pendant une semaine dans

1'éthanol 2 67 p.100, 2 - 20°C (voir fig. 10, p. 44).

IV - FRACTIONNEMENT DES ACIDES NUCLEIQUES

A - FRACTIONNEMENT DES ACIDES NUCLEIQUES PAR SEDIMENTATION EN GRADIENT

DE SULFATE DE CESIUM,
e

La solution de CSZSO4 (densité moyenne = 1,535) contenant

du Tris/HC1 10 mM et de 1'EDTA 1 mM est ajustée 3 pH 7,4 par de la po-
tasse O0,3N. Les gradients de 3,5 ml contenant 400 & 800 vg d'acides nu-
cléiques bruts sont centrifugés dans le rotor SW 39 de l'ultracentrifu-
geuse Spinco L2-65B 2 33 000 t/mn pendant 72 heures 2 20°C ou & 35 000
t/mn pendant 60 heures dans le rotor SW 40. A la fin de la centrifugation,
chaque gradient est divisé en fractions égales, chaque fraction est en-
suite diluée 2 1 ml,

B - SEDIMENTATION EN GRADIENT DE DENSITE DE SACCHAROSE
_— e _———

Des quantités de 300 a 400 g d'acides nucléiques sont
dissoutes dans 1 ml de tampon de composition suivante 3

Tris/HC1 0,01 M ; pH 7,4

NaCl 0,3 M



Culture des cellules

\)

Broyage et homogénéisation Refroidissement et ringage
(2,2M saccharose, 3,3mM CaC127 par du milieu EAGLE

3 |

Sédimentation des noyaux Sédimentation des cellules
(40 000 g - 1 heure) (100 g - 5 minutes)

Prélévement des foies de Rat

Y
NOYAUX CELLULES
. I— X7

SUSPENSION des noyaux (ou cellules) dans le tampon de force
itonique 0,48 et de pH 7,4 (Tris 10mM, SSC, EDTA 1lmM, Bentonite 1 mg/ml).

J

LYSE par le SD5 1 p.100 et agitation de 15 mn

)

EXTRACTION des acides nucléiques par addition d'un volume égal
du mélange chloroforme/alcool iscamylique (35:10) (wv:v).

{

SEPARATION des phases par centrifugation 2 10 000 g (10mn)

v-””"ﬂﬂ”L-\‘"“‘“-v

Phase organique Phase aqueuse {(supérieure)
(inférieure) l

Nouvelle extraction par le mélange
chloroforme /alcool isoamylique

N

Séparation des phases

Phase organique Phase aqueuse

d

PRECIPITATION des
cdomplexes ADN/ARN par
addition d'un volume
d'éthanol absolu.

Figure n° 10 : Extraction des complexes ADN-ARN,

Toutes les opérations sont menées 3 + 4°C,
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Citrate trisodique 0,03 M
EDTA 0,001IM ; pH 7,4

et d€ pggées sur un gradient linéaire de sucrose de 5 2 20 p.100 dans
le méme tampon. Les centrifugations sont effectuées dans le rotor
SW 25 de la Spinco L2-65B 2 24 000 t/mn pendant 16 heures 2 4°C,

Des fractions de 1 wml sont collectées 3 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 mise A dialyser pendant 24 heures

contre 2 litres de la solution suivante :

NaC1l 0,3 M
Citrate trisodique 0,03 M
Na,HPO,, 0,02 M

ajustée a2 pH 7,5 par l'acide orthophosphorique, L'adialysat est ensuite
précipité par de l'acide trichloracétique 10 p.100 pendant 15 minutes

a 0°C, recueilli sur filtre de papier Whatman GF 83 et lavé abondamment
par de l'acide trichloracétique dilué (0,03 p.100).

V - TRAITEMENT DES ACIDES NUCLEIgUES

A - ACTION DES ALCALIS

1 - MODE D'ACTION

Les ARN contenant une extrémité 5'-triphosphate peuvent

étre schématisés “e la fagon suivante :

I S X"~ px"on

L'hydrolyse alcaline coupe les liaisons phosphodiesters du

c8té 5' et libeére pour une chaine contenant n ribonucléotides :
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un résidu de nucléoside-5'-triphosphate, 3'-monophosphate
(n-2) résidu de nucléoside-3'-monophosphates,

un résidu de nucléoside

| i : 3
Lo o2 0 3 ' n-1
pppXp o« Xp I X'p m=--- Xp

! | L I

2 - MODE OPERATOIRE

Erployant les mémes conditions que BREMER et KONRAD ( 183),
1'hydrolyse alcaline est effectuée par l'action de la posasse 0,3N, 2
37°C, pendant 16 heures, La réaction est arrétée par refroidissement
a 0°c,

B - ACTION DE LA RIBONUCLEASE PANCREATIQUE

1 ~ PRINCIPE

La RNzse pancréatique coupe spécifiquement les liaisons
des nucléotides pyrimidiques des ARN monocaténaires. Elle libére 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 1'hybride ADN/ARN par des liai-

sons "pont hydrogéne" comme il est schématisé dans la figure 11 p.47 .

2 - MODE OPERATOIRE

La ribonucléase pancréatique (polyribonucléotide-oligonu-
cléotide~transférase, EC 2.7.7. U Sigma) dissoute dans le tampon citrate
de sodium 0,015 M, NaCl 0,15 M, pH 5 (SSC), 2 raison de 5 mg/ml, est
chauffée 2 80°C pendant 10 mn pour éliminer toute trace de désoxyribo-
nucléase, Ainsi préparée, la ribonucléase est utilisée a raison de 25vg
par 100 g d'acides nucléiques sans toutefois descendre au dessous de
10 vg par nl. L'hydrolyse est effectuée pendant 45 mn, 2 27°C, dans une
solution de citrate de sodium 0,03M, NaCl 0,3 M (2 SSC) ajustés2 pH 7,4.
La réaction est arré@tée par refroidissement & 0°C et par addition d'a-

cide trichloracétique a 10 p.l1l00,
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ADN /[ *-“**4\:'%\
wRNase(—)s ]

Tigure n® 11 : Action de 1a ribonucléase pancréatique sur

1'hybride naturel ADN-ARN naissaat.
vers 3!,

A geauche : Dans 1'hypothése d'une croissance de la chaine d'ARN de 5! <:\\ N
\

A droite : Dans 1'hypothese d'une croissance de la chaine d'ARN de 3
vers 5%,
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C -~ DENATURATION DU COMPLEXE ADN-ARN PAR LA CHALEUR OU LA FORMAMIDE

La dénaturation thermique s'effectue par chauffage 2 95°C
pendant 10 mn dans une solution de 0,1 SSC (force ionique 0,02), la
réaction étant interrompue par refroidissement brutal & 0°C,

La dénaturation par la formamide s'effectue par une dia-
lyse de 1'échantillon contre une solution aqueuse de formamide 2 80
p.100 (v:v) pendant une nuit, 2 4°C, suivie par un chauffage de 20 mn
a 37°C (HAYASHI et HAYASHI) (1589,

D - LECTURE DE TA DENSITE OPTIQUE

La lecture de la densité optique est effectuée 2 260 nm.
Pour en déduire la quantité d'acides nucléiques présents dans les so-

lutions, nous avons utilisé les rapports de conversion suivants :

D 1 correspondant & 35 ug/ml A'ARN dénaturé ou hydrolysé,

'0‘260
D.0.,.q = ‘1 correspondant 2 40 pg/ml d'ARN monocaténaire dont
certaines portions sont pseudo-bicaténaires.

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 2 une souillure par des reli-
quats de substances radioactives, il est procédé systématiquement, jus-
te avant l'introduction des produits radiocactifs, 2 un précomptage des
flacons., Est éliminé tout flacon dont la radioactivité est supérieure 2

celle du "fond moyen" ainsi déterminé,

1 - DETERMINATION DE LA RADIQACTIVITE DES ACIDES NUCLEIQUES RECUEILLIS
SUR_FILTRE

Les acides nucléiques sont précipités par 1'acide trichlo-
racétique 10 p.100 en présence de 100 pg d'ADN du sperme de Saumon com-
ne entrafneur. Aprés quinze minutes 2 0°C, le matériel est recueilli sur

filtre de papier Whatman GF 83 et lavé par 10 ml d'acide trichloracétique
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dilué (0,03 p.100). Les filtres sont géchés dans une &tuve 3 37°C
pendant une heure et placés dans des fioles contenant 10 ml du milieu

scintillant suivant :

0,5 g de diméthyl POPOP (1,4-bis-(2-(5 phényloxazolyl)) benzéne)
5 g de PPO (2-5 diphényloxzazol)
toluéne q,s,p, 1 litre,

2 - COMPTAGE DES ECHANTILLONS LIQUIDES (de 0,5 ml 3 1 ml)

La solution radioactive (dont le volume ne doit pas
excéder 1 ml) est mélangée 2 10 ml de la solution de BRAY (185),

dont la composition est la suivante :

0,2 g de POPOP

4 g de PPO

60 g de naphtalene

20 nl d'éthyléne glycol
100 nl de méthanol absolu

Dioxane q.s.p. 1 litre

3 - ETABLISSEMENT DES PROFILS DE MIGRATION DES NUCLEQTIDES RADIBACTIFS
SEPARES PAR ELECTROPHORESE,

Apres séchage de la feuille, celle-ci est découpée en 40
bandes de papier (1 x 8 cm) numérotées de O a 40 du trait de départ de
la migration (c8té cathode) vers l'anode, Chaque bande est ensuite dé-
coupée en 10 fragments égaux qui sont introduits dans les flacons de
comptage contenant le liquide scintillant décrit précédemment.

Les travaux d'YCAS et VINCENT (186) ont établi que le
marquage des ARN par le radiophosphore s'effectuait uniformément et au
hasard, Ce principe permet de connaitre la composition en bases des
ARN par la détermination de la radioactivité des nucléotides monophos-

phates,

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

Le complexe recueilli sur filtre est soumis 2 l'action de

la potasse pendant 16 h & 37°C., L'hydrolyse est arrétée en refroidissant
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la solution & 0°C, le filtre est retiré et essoré, Aprés avoir
précipité 1'ADN par acidification 2 froid (acide perchlorique de
concentration finale 0,2 N) 1l'esmtrait est amené 2 pH 6,5 par addition
de potasse. Le précipité de perchlorate de potassium (solubilité 2
0°C = 7,5 mg/ml) est éliminé par centrifugation et le surnageant
contenant les ribonucléotides est concentré par lyophilisation,
L'analyse des nucléotides est réalisée par électrophorese
en cuve "en toit", sur papier Arches 304, Suivant que l'on désire sé-
parer les quatreribonucléoside-2' (ou 3') phosphates pour déterminer
la composition en bases de 1'ARN ou que l'on veuille mettre en évidence
le nucléoside tétraphosphate les tampons d'électrophorzse seront res-

pectivement & pH 3,5 ou a pH 5,7,
A - ANALYSE DES NUCLEOTIDES
e 1

1 - PRINCIPE DE LA METHODE

L'hydrolyse alcaline lib2re principalement des nucléo-
sides (2') ou 3'-monophosphates (MARKHAM et SMITH)(1£7); BROWN et TODD
(188) | 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 énoliques (C, G et U) des différen-
tes bases (Fig. 12, p. 51), Le tableau III (p.52) résume les valeurs des
pK de ces groupements, I1 permet de comprendre le choix du pH 3,5 qui

a été fait pour obtenir une bonne sépamation des quatre ribonucléotides.

- Les fonctions énoliques dont les valeurs de pK sont su-
périeures 2 9,5 et les fonctinns phosphates secondaires dont les valeurs
de pK avoisinent 6 ne sont pas ionisées a pH 3,5, et n'entratnent donc
pas une différence de charge entre les différents nucléotides,

- Les valeurs de pK des fonctions phosphates primaires s'é-

talent entre 0,7 et 1,0 la dissociation est compléte a pH 3,5.

Les valeurs de pK des groupements amines varient notable-
ment edtre 2 et 5, la séparation des acides cytidylique, adénylique,
guanylique et uridylique est donc réalisable en se fondant sur les dif-
férents degrés d'ionisation des fonctions amines (respectivement + 0,84,
+ 0,54 et + 0,05 pour CMP, AMP et GMP). Comme chaque nucléotide transpor-
te une charge négative (égale 2 1'unité) due & la fonction phosphate
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primaire, la charge globale est de :

- 0,16 pour CMP
-~ 0,46 pour AMP
-~ 0,95 pour GMP
- 1,0 pour UMP & pH 3,5

Les quatre ribonucléotides ont approximativement la m@me taille et, de
ce fait, la méme résistance au flux hydrodynamique. Leurs mobilités re-

latives sont donc direetement proportionnelles & leurs charges globales.
2 - MATERIEL

L'électrophorése est réalisée dans des cuves "en toit"
sur du papier Arches 304 (format 54 x 56 cm). Le tampon de pH 3,5

est de composition suivante :

Acide citrique 0,015 M
Citrate trisodique 0,05 M (DAVIDSON et SMELLIE) (190).

La migration électrophorétique est conduite pendant 10 h 30 sous une
tension de 800 V (champ électrique : 16 V/cm), Dans ces conditionms,
l'ordre croissant des vitesses de migration anodique est CMP, AMP, GMP,
UMP conformément 2 ce que le calcul de la charge globale permettrait
de prévoir (voir Tableau III, p, 52).

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

La mise en évidence d'un nucléoside-5'~triphosphate, 3!

monophosphate (pppNp) posait plusieurs problimes;

- L'absence de témoin, mis 3 part 1'édénosine-5'-tétraphos-
phate ppppA ne nous permettait pas d'envisager une étude systématique
des meilleures conditions de séparation,

La vitesse de migration des nucléotides dans les conditions
habituelles (pH entre 2 et 4) étant sous la principale dépendance du
degré de dissociation des fonctions amines des bases, on observait un
chevauchement des zones de migration des nucléosides mono, di ou tri-
phosphates (voir fig. 13 p.54). Il était donc prévisible qu'un nucléo-
side tétraphosphate migrerait avec les nucléosides diphosphates et tri-
phosphates et serait alors difficilement identifiable.
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- Le marquage métabolique par le radiophosphore et les
traitements chimiques (notamment la précipitation par l'acide perchlo-
rique) pouvaient entrainer la présence d'ion phosphate libre et de
ribose phosphate dont il fallait préciser la position par rapport au

nucléoside tétraphosphate.

Ce sont ces raisons qui nous ont amené a &étudier, en se
fondant sur l'estimation des charges électriques portées par les nu-
cléotides, de nouvelles conditions de migration électrophorétique per-
mettant d'isoler et de caractériser, dans la mesure du possible, un

nucléoside tétraphosphate.

1 - PRINCIPE DE LA METHODE : CHOIX DU pH

Pour mettre en évidence un nucléoside tétraphosphate, il
fallait mettre 2 profit ea propriété particulidre de posséder quatre
groupements phosphates ionisables, Nous nous sommes attaché & trouver
des conditions de pH permettant une migration dépendant quasi totale~
ment de ce nombre de groupements. Le choix du pH devait répondre aux
critéres suivants :

- ne pas 8tre trop acide car les nucléotides sont peu
stables dans ces conditions ;

- ne pas permettrec une différenciation des bases par
1'ionisation de la fonction amine (pi entre 2 et 4) ou celle des
fonctions énoliques (pH supérieur 2 9);

- @tre tel que tous les ions phosphates soient totale-

ment dissociés,

Les pK des fonctions phosphates primaire. et secondaire
avoisinant respectivement les valeurs de 1 et 6, il fallait donc
choisir un pH voisin de la neutrzlité, Le tableau III (p.52) nous
permet de vérifier qu'en cette zone de pH la charge globale est sen-
siblement égale a4 -1,4 pour chaque nucléotide monophaphate., Ils mi-
greront donc ensemble,

Les divers nucléosides mono-, di-, tri-, et tétraphos-
phates ne différent que par leur nombre de fonctions phosphates (to-
talement ionisées a pH neutre) il nous était donc permis de penser

qu'ils migreraient par "groupes', L'ordre de migration vers 1'anode
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serait régi par le nombre total de charges électriques, c'est-a-dire

les mono~-, les.di-, les tri- puis les tétraphosphates,

2 - MATERIEL

a - Cheix du tampon

Le pouvoir tampon (%) du mélange citrate de sodium/acide

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

valeur de pH donnéepar le mélange de composition 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 é&tait intéressant

de choisir une tension suffisarment élevée.

1°) Electrophorése en cuve "en toit"., Bien qu'une bonne

séparation nécessite alors une durée de 10 h 30, la tension est limi-
tée 2 400 V car au dessus de cette valeur, 1l'intensité, donc 1l'effet
joule, devient trop grande et provoque un important courant de rhéo-

phorése qui modifie notablement les vitesses de migrations,

2%) Electrophorése 2 haut voltage. Pour réduire le temps,

des essais ont été faits A haut voltage avec l'appareil "TECHNIK" pos-
sédant un circuit de refroidissement, La séparation est obtenue apreés
55 mn sous une différence de potentiel de 6000 V (champ électrique :
120 V/cem) avec le méme mélange tampon,

Les résultats d'une électrophorése effectuéee dans ces
conditions sont présentés par la figure 14(p.57). La séparation se
produit par "groupes" avec toutefois un déplacement un peu plus ra-
pide des nucléotides pyrimidiques et notamment des acides uridyliques.
Puisqu'a pH 3,5 (voir fig.13; p.54) les nucléotides pyrimidiques mi-
grent aussi plus rapidement que ne le laisse prévoir la valeur de leurs
charges, il est possible d'attribuer dette modification de la vitesse 2

une adsorption plus forte des nucléotides puriques sur le papier.

® = de_ (VAN SLYKE) (191) e = nombre d'équivalent " (ou oH) ajouté

apll a 1'électrolyte,
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cre, atp {
N\ N/ L atp ( )

CDPD ADP / GDP O

CMP O /rn_ . j
AMP | ) GMP ¢

pH 5,7

Figure n°® 14 : Electrophor2se 2 pH 5,7 (tampon citrate de

sodium/ acide citrique) des nucléotides et du "Phosphore inorganique"

sur papier Arches 304,

L'électrophor2se est conduite pendant 10,5 h sous une tension de 300 V.
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C - MISE EN EVIDENCE DE PRODUITS PHOSPHDRYLES NON NUCLEOTIDIQUES
POUVANT SOUILLER LES ELECTROPHOREGRAMMES,

1 - ION PHOSPHATE

La présence d'ion phosphate libre accompagnant les hydroly-
sats d'acides nucléiques pouvait &tre une source d'erreur lors du mar-
quage par le radiophosphore. L'électrophor2se des ions phosphates fut
donc pratiquée systématiquement & pH 3,5 et a pH 5,7 2 partir de solution
contenant des ions de différentes origines:

- ions phosphates provenant d'acide orthophosphorique dilué,

de solutions de NaHZPOA’ NaZHPO4 et NaBPOA;

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

~ ions phosphates marqués au radiophosphore,

a - Révélation des ions phosphates

Les ions marqués par le radiophosphore sont révélés par
les méthodes précédemment décrites (voir p. 49). Les ions phosphates

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

Aprés électrophorése, les feuilles sont séchées a 1l'air
libre et les ions phosphates sont révélés par pulvérisation du réactif
de HANES et ISHERWOOD ( 192 :

Molybdate d'ammonium 2 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 pulvérisation se fait 2 raison de 1 2 5 ml de réactif
pour 100 cm2 de papier,

L'emplacement des ions phosphates est marqué par l'appari-
tion (apr2s 1 & 2 minutes) de taches jaunes de phosphomolybdate d'ammo-
nium, Aprés exposition des électrophorégrammes 2 la lumigre ultra-vio-
lette, les nucléotides apparaissent sous la forme de taches bleues sur

un fond blanc (MONTREUIL) (193
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b - Résultats

- A pH 3,5, la vitesse de migration des ions phos-
phates est identique 2 celle de l'adénosine tétraphosphate,
~ -= A PpH 5,7, au contraire, les ions phosphates libres
migrent plus lentement que l'adénosine tétraphosphate et se retrouvent
un peu en arridre de 1'ATP (voir fig,1l4; 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 1'adénosine tétraphosphate
(ppppA).

2 - RIBOSE-PHOSPHATE

Au cours des diverses opérations 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 pilc 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 2 100°C libaére les bases et le ribose phosphate. L'adé-
nosine 5'-monophosphate, 1'adénosine 5'-diphosphate, 1l'adénosine 5'-
triphosphate dt l'adénosine 5'-tétraphosphate sont hydrolysés dans
ces conditions en tubes scellés et les produits d'hydrolyse sont sou-

mis & 1'électrophor@se en tampon de pH 5,7.

b - Révélation du ribose-5-phosphate

Le ribose-5-phosphate a été mis en évidence en tirant par-
ti des fonctions CX-glycols révélées par la méthode au periodate/benzy-
dine (MONTGOMERY et WU) (194).

L'électrophorégramme est trempé 2 3 3 fois dans la solution
suivante fraichement préparée :

Periodate de sodium 0,1 M 100 cm3

Acétone 900 cm3
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Aprés séchage a l'air libre, la feuille de papier est
trempée dans une seconde solution préparde juste avant l'emploi :

Benzidine A 15 p.100 dans l'acétone contenant 0,001M
d'acide acétique par litre,

L'emplacement des molécules portant les fouctions ¢/-gly-

cols se révéle par l'apparition de taches blanches sur un fond bleu,

A pH 5,7 deux tAches principales ont été mises en
évidence (voir fig. 15; p.61),

- La premiére, de comportement "neutre", correspond
au ribose ;

- La seconde, de comportement "“anodique'", située entre
les nucléosides monophosphates (charge : - 1,4) et diphosphates
toharge : -~ 2/ ), correspond au ribose-5-phosphate (qui posszde deux

charges négatives),

En conclusion en supposant que le ribose 2- ou 3-phos-
phate posséde le comportement é&lectrophorétique du ribose 5 ~phospha-
te, l'électrophordse se réveéle satisfaisante pour séparer le nucléoside
tétraphosphate de l'acide 32P-orthophosphorique et du ribose-monophog-
phate éventuellement formés par dégradation des nucléotides ou des

chafnes polyribonucléotidiques,

D - ANALYSE DES COMPOSES MIGRANT DANS LA ZONE DES NUCLEQOSIDES TRI-
OU TETRAPHOSPHATES.

L'addition d'une base ou d'un nucléoside tritié dans le mi-
lieu de culture des cellules permet d'obtenir un marquage de ces mémes
bases dans les ARN, Cependant ce marquage n'est pas totalement sélec-
tif. L'incorporation d’adénine tritiée, en particulier, produit un mar-
quage simultané de 1'adénine et de 1la guanine des ARN (cf. résultats;

p. 80).

I1 était donc nécessaire de pouvoir analyser les nucléosi-

des polyphosphates aprés qu'ils aient été séparés des nucléosides mono-

phosphates au cours de la premidre électrophor2se a pH 5,7.
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Figure n° 15 : Electrophorése 3 pH 5,7 (tampon citrate de

des nucléotides et du

sodium/acide citrique) sur papier Arches 304,

ribose phosphate.

L'électrophor2se est conduite pendant 10 h 30 sous une tension de 300 V,




1 - EXTRACTION DES PRODUITS

Aprés avoir mesuré la radioactivité de chaque bande décou-
pée de l'électrophorégramme et repéré la position des produits, les
paplers contenant les nucléosides tri- ou tétraphosphates (ppXp ou
pppXp) sont retiréds des flacons de comptage. Ils sont ensuite rincés
deux 2 trois fois avec du toluéne pour éliminer les traces de PPO et
de POPOP, puis séchés.

Les produits sont ensuite 6lués des papiers par agitation
dans une solution d'ammoniaque O,01N selon la méthode préconisée par
WATANABE et AUGUST ( 195. Aprés 12 heures, les papiers sont séparés par
centrifugation et 1'éluat est concentré a sec par lyophilisation.

En outre, les contrdles suivants doivent &tre systémati-
suement effectués :

- Vérifier que les produits ne sont pas dissous dans le
liquide scintillant en s'assurant que la radioactivité du pilulier est
nulle aprés en avoir retiré les papiers.

- Contrdler que le toluéne de ringage ne retient pas de
produits radioactifs.

- S'assurer que tous les produits sont bien &lués des pa-
plers, Pour cela, aprés séparation de 1'é&luat, les papiers sont séchés
et leur radioactivité mesurée, Dans tous les cas, il s'est avéré que la

radioactivité résiduelle était nulle,

2 - PRINCIPE DE LANALYSE

Les composés tri- ou tétraphosphates élués sont un mélange
de nucléotides guanyliques et adényliques (cf. résultats, p. 84), La
radioactivité de ces composés &tant liée aux bases, l'analyse de la
composition en guanine et adénine du mélange permet de connattre les

proportions de chacun des nucléotides correspondants.

3 - HYDROLYSE ACIDE

A l'extrait sec précédemment obtenu, sont ajoutés des té-
moins "froids" ATP et GTP et 1l'hydrolyse est menée dans 100 pl d'acide
chlorhydrique 1N, & 100°C pendant une heure, Cette réaction lib2re quan-
titativement les bases puriques (KIRBY)( 199.
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4 - SEPARATION DES PRODUITS D'HYDROLYSE

Une séparation satisfaisante des bases peut &tre obtenue
par électrophor&se sur papier si le tampon est suffisamment acide pour
obtenir une ionisation différente des bases (voir fig12 ; p.51).

A pH 2,5, cette condition est réalisée et les charges
portées par chaque base sont respectivement :

Gytosine + 0,9

Adénine + 0,92
Guanine + 0,35
Uracile 0

L'électrophorése est réalisée sur papier Arches 304 dans
le tampon de composition suivante : 30 ml d'acide formique + 2000 ml
d'eau, le mélange étant ensuite ajusté a pH 2,5 par addition d'une solu-
tion d'ammoniaque 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. 54 ).

I1 convient de noter que ce type de séparation s'adapte
fort bien 2 l'analyse des bases puriques et nucléotides pyrimidiques
obtenus par l'hydrolyse acide des nucléotides, puisque 1l'adénine, la
guanine, l'acide cytidylique et l'acide uridylique sont nettement sé-

parés,
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pH 2,5

Cyd
Ado

Guo O
CMPO Urd O i O

N-tides N-sides Bases

Figure n® 16 : Electrophor2se 2 pH 2,5 (tampon formiate
d'ammoniuvm) sur papier Arches 304 des nucléoaides monophosphates,
nucléosides et bases,

—

L'électrophor2se est conduite pendant 12 H sous une tension de 220 V. (fwm
A

LL

N
Acide cytidylique (CMP), acide uridylique (UMP) guanine (Gua) et ~*~;}
adénine (Ade) sont nettement séparés,



RESULTATS

L'isolement d'hybrides ADN-ARN naissant & partir des
cellules de Marmiféres nous a offert 12 moyen de mettre en évidence
le nucléotide 5'terminal des chafines d'ARN en cours de synthdse et
d'en déduire le sens de la transcription in vivo chez les Eucaryotes.

Dans le cas des cellules Hela, ce complexe avait été
obtenu par KRSMANOVIC et al. (197) et nous avons repris la méme mé-
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 permis
d'isoler un hybride ADN-ARN naissant répomdent aux trois critéres

proposés par KRSMANOVIC :

1 - Isolement de fractions ne contenant que 1'ADN et
1'ARN associé 2 celui-ci et démonstration de 1l'absence d'ARN libre
dans des préparations hautement purifiées,

2 - Sensibilité partielle & la RNAse et sensibilité
totale aux alcalis,

3 -~ Détachement de 1'ARN du complexe par dénaturation

thermique ou par la formamide,

I -~ IDENTIFICATION DES COMPLEXES ADN-ARN DANS LES NOYAUX
DES HEPATOCYTES DE RAT ET ETUDE DE LEUR STABILITE (&)

A -~ EXTRACTION DES COMPLEXES

Les acides nucléiques des noyaux de foie de Rat marqués par
le radiophosphore 32 (2mCi/rat) sont extraits par le mélange SDS-chloro-

forme-alcool isoamylique (cf. lMatériel et Méthodes, p.42):

B - PURETE DU COMPLEXE

L'examen de ceux-ci par centrifugation en gradient de sul-

fate de césium (032504) (densité moyenne : 1,535) permet de distinguer

deux populations d'ARN marqué : l'une, hétérogine s'éqailibrant autour

# Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec A. SERCEAIT.
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du milieu du gradient (densité : 1,00) dans une région intermé-
diaire entre celle de 1'ARN ribosomel - (densité : 1,67) et celle
de 1'ADN (densité : 1,475) ; 1l'autre, restant associée au pic de
1'ADN (Fig.17 ; p.67 ).

Ces observations ont été confirmées par 1l'analyse di-
recte des acides nucléiques dans un gradient linéaire de saccharose
de 5 & 20 p.l1l00, Dans ce cas aucun pic de radioactivité n'apparait
dans les zones du gradient correspondant aux ARN ribosomaux:.: '23S"

et "188" (Fig. 18 ; p. 68 ),

C - ACTION DE LA POTASSE ET DE LA RNase

La radioactivité de la zone hétérogéne est totalement
sensible & l'action de la potasse et de la RNase,

Aprias action des alcalis, il apparait que 50 a 60 p.1lCO
de la radioactivité associlée au pic d'ADN est due au marquage de ce-
lui-ci, le reste représentant 1'ARN, Cette fraction d'ARN résiste &
1'action de la RNase 2 raison de 15 2 20 p.100 (Fig. 12; p.6° ).

D - ACTICN DE LA CHALEUR ET DE LA FORMAMIDE ET LONGUEUR DES CHAINES D'ARN
R T T T T D T R T S e P T e T T S S e o S e s

L'ARN 1ié a 1'ADN peut &tre dissocié par 1l'action de la
chaleur ou de la formamide dans les conditions préconisées par HAYASHI
et HAYASHI (199, Il est alors possible de calculer la constante de
sédimentation des chatnes d'ARN libétrées par centrifugation sur un gra-
dient linéaire de saccharose,

Chafnes totales ———2: 4 2 9 S - 80 & 400 nucléotides.

Portion des chafnes lides & 1'ADN: 3 S = 40 nucléotides environ.

Ces résultats plaident en faveur d'une stabilisation du
complexe, réalisée principalement par les liaisons "pont hydrogzne"
existant au niveau des séquences résistantes 2 la RNase (SERGEANT et

al.) (200.

E ~ CONCLUSIONS

L'analyse par gradient de Cs des acides nucléiques

25%,
des hépatocytes de pat permet d'identifier une population d'ARN
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Figure n® 17 : Centrifugation en gradient de CSZSOA

Acides nucléiques de noyaux de foie de Rat marqués au 32P (2 mC/Rat)
pendant 14 h et centrifugés pendant 72 h 2 33,000 t/mn (rotor Spinco

SW }55 dans une solution de c.zso
42

4 dont la dengité moyenne est de 1,535,
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Figure n® 18 : Centrifugation en gradient linéaire de saccharose
de 5 a 20 p.100,

Graphique supérieur : Acides nucléiques cytoplasmiques non marqués.

® ® @ D‘O'ZGO vigi

Graphigue inférieur : Memes acides nucléiques que la figure 17 p. 67

La centrifugation est effectuée dans un rotor Spinco SW 25 & 22.000 t/mn
pendant 16 h & + 4°C,

® @ e ® DO,

260 nm
Q wen @ = ) Radioactivité

Radioactivité résiduelle apra2s actica de la potasse duc au

x x x marquage de 1'ADN,
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Figure n°® 19 : M2mes acides nucléiques et mémes conditions

de centrifugation que dens la figure 17 (p. 67).

O Oeenem® D,
b 0'260 nm

Q= =~ 0=« -0 Radioactivité totale g
f/'” "(\f\

Mo = = .X= - =x R2dloactivité résiduelle aprzs hydrolyse par la potasse, &\ i
due au marquage de 1'ADN, -

4= = = 4+~ -~ «4 Radioactivité résistante 2 la RNase, (ARYN 1ié& a 1'ADN
par ponts “hydrogéne™),
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associé 2 1'ADN, partiellement sensible 2 la RNase, détachable par
dénaturation thermique ou a3 la formamide. Ces résultats nous permet-

tent de conclure que nous avons isolé un complexe ADN-ARN.

IT - ETUDE CHIMIQUE DU COMPLEXE EXTRAIT DES HEPATOCYTES DE RAT,

A - COMPOSITION EN BASES

L'hydrolysat alcalin de 1'ARN associé 2 1'ADN est analysé
par électrophorase en tampon citrate de sodium/acide citrique de pH 3,5
et la composition en bases est déterminde par la radioactivité des nu-
cléotides monophosphates marqués par le radiophosphore 32 (YCAS et VIN-
CENT) ( 20D; Fig. 20, p. 71

L'ARN naissant possdde une composition en bases du type

GC (voir tableau, IV, p. 72 ). Le rapport i : g

la valeur obtenue pour des ARN nucléaires totaux (ELSON et al.)(202).

= 1,28 correspond 2

B - ETUDE DE L"EXTREMITE 5'-TRIPHOSPHATE TERMINALE

In vitro, la synthése des ARN se fait par addition des
nucléosides. triphosphates sur l'extrémité 3'-hydroxyle du polyribo-
nucléotide naissant (BREMER et KONRAD) (203). Il était donc intéres-
sant de vérifier si les ARN en cours de synth2se des hépatocytes de
Rat présentaient les mémes propriétés et possédaient notamment un
nucléoside-5'-triphosphate terminal{voir fig. 21, p. 73).

La constante de sédimentation montre que les chafnes
d'ARN liées & 1'ADN contiennent 80 3 400 nucléotides, La proportion de
nucléoside tétraphosphate 1libéré par hydrolyse alcaline serait donc trés
faible. Les caractéres de pureté du complexe exposés précédemment nous
montrent que la contamination par les ARN cytoplasmiques n'est pas trés
importantééaue, en outre, ces ARN possédent 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-
tériel,

Dans 1l'hydrolysat alcalin, nous avons caractérigé, outre
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Figure n° :+ Profil de migration des nucléosides monophospha=-

tes 1ibérés par l'hydrolyse alcaline du complexe ADN/ARN naissant du fole

de Rat.

40 ¢mM

(Analyse faite par électrophor2se 2 pH 3,5 sur papier Arches 304).
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TABLEAU 1V : Composition en bases de 1'ARN naissant

associé 2 1'ADN dans le foie de Rat.

B Radioactivité lide au Composition centé-
ase "
nucléotide phosphate simale (en p.100).

Cytosine 3 250 c.p.m, 28
Adénine 2 140 c.p.m, 13,6
Guanine 3 250 ¢.p.m, 18
Uracile Z 890 c.p.m, 25,4

G+ C

S Y,27

A+ U
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Figure n® 21 : Mise en évidence d'un composé de type pppNp dans

1'hydrolysat alcalin de 1'ARN associé a 1'ADN,

Analyse faite par électrophorése 2 pH 5,7 sur papier Arches 304,
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des nucléosides monophosphates, des traces d'acide phosphorique libre
et un composé 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 8tre marqués plus sélectivement par l'incorporation

de bases tritiées (cf. résultats p. 76 ).

C - DETERMINATION 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 3

- 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 1'ARN hybridé avec 1'ADN par des
liaisons "pont hydrogéne", L'bgdrolyse alcaline menée de la méme fagon
sur les chaines résistantes 2 la RNase, permet de libérer le nucléosi-

de tétraphosphate.

L'étude du profi} de migration de 1‘hydrolysat alcalin en
électrophorése & pH 5,7des deux fractions aliquotes (fig,22 , p.75 et
Tab., V, p.75 ) permet de faire plusiecurs remarques :

Le rapport de la radioactivité spécifique des nucléosides
monophosphates (6 600 cpm aprés RNase et 28 800 dans le contrdle) per-
met dévaluer que 20 2 25 p.1l00 des ARN sont résistants 2 la RNase.

Dans les deux cas, nous observons l'existence d'un nucléo-
side tétraphosphate, cependant l'action de la RNase a éliminé une certai-
ne proportion (33 p.100) de ce composé., L'extrémité 5'-triphosphate, par-
tiellement sensible & la RNase, ne serait pas toujours engagée dans 1l'hy-
bride ADN-ARN, il nous est donc possible d'affirmer que la synthdse s'ef-
fectue ~-tout au moins d'une manidre prépondérante- dans le sens 5'— 37,

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,
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Figure n® 22 : Mise en évidence d'un composé de type ppplNp
dans l'hydrolysat alcalin de 1'ARN associé a 1'ADN,

Analyse faite par électrophordse & pH 5,7 sur papier Arches 304,

®——g —g CoOmplexe ADN-ARN total
complexe ADN-ARN aprés action de la RNase {L'ARN résistant

#-~~+===% 2 1taction de la Riase est 1ié & 1'ADN par pont "hydrog2ne).
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TABLEAU V : Action de la RNase sur 1'ARN associé 2 1'ADN

ARN naissant

Portion d'ARN naissant

résistant 2 la RNase

Radioactivité des

nucléosides- monophosphates

28 GO0 c.p.m,

6 600 c.p.m.

Radioactivité du

composé de type pppNp

900 c.,p.m,

600 c.p.m.
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Bien que la contamination par des ARN libres soit faible (voir fig, 17
P. 67 ), 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 quantité de nucléoside tétraphosphate par action

de la RNase pourrait 8tre attribuée & la perte de ces ARN libres, Il
n'en reste pas moins vrai que l'action de la RNase peut 8tre considé-
rée comme une purification de l'hyoride ADN-ARN et que la persistance
de nucléoside tétraphosphate renforce l'hypothése d'un complexe natu-

rel entre 1'ADN et 1'ARN néosynthétisé,

III - ETUDE DE L'EXTREMITE 5' DES ARN DES COMPLEXES EXTRAITS
P e e e e e e e e e e et
DE CELLULE .. HELA ET DE CELLULE KB.

A - COMPOSITION EN BASES DE L'ARN ASSOCIE A L'ADN

L'hydrolysat alcalin de 1'ARN associé 2 1'ADN est analysé
par électrophorése en tampon citrate de sodium/acide citrique de pH 3,5
et la composition en bases est déterminée par la radioactivité des nu-
cléogides monophosphates marqués par le radiophosphore (fig, 23 ; p. 78 )
et TableauVi ; p. 79 ).

B - ETUDE DE L'EXTREMITE 5'-TRIPHOSPHATE

De nombreux travaux (voir p. 19 ) montrent que la synthise
des ARN débute, in vitro, par l'incorporation d'un nucléoside triphos-
phate purique. Pour étendre cette hypothése 3 la synth&se in vivo nous
avons &tudié successivement la présence de nucléosides tétraphosphates
dans les hydrolysats alcalins des ARN néosynthétisés associés a 1'ADN,

aprés marquage successilf ou simultané des bases,

1) MARQUAGE PAR INCORPORATION DE GUANINE TRITIEE.

a) Spécificité du marquage.

L'addition de guanine tritiéeau milieu de culture, 14 heu-

res avant l'extraction des complexes, permet de marquer presque exclu-
fraction

vement la guanine, En effet, l'analyse d'unevaliquote des hydrolysats

alcalins a révélé, dans tous les cas, un marquage de la guanosine-(2')
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Figure n° 23 : Analyse de la composition en bases des ARN

des complexes ADN-ARN extraits de cellules KB par électrophorase 2
pH 3,5 (tampon citrate de sodium/acide citrique) sur papier Arches 304

L'électrophor2se est conduite pendant 10b30 sous une tension de 700 V,



1'ADN dans les cellules KB,

TABLEAU VI : Composition en basesde 1'ARN associé a

Radioactivité 1lide au Lomposition
nee nucléotide monophosphate centésimale
Cytosine 6 120 c.p.m. 28,95 p.100
Adénine 4 300 c,p.nm, 20,34 p.100
Guanine 6 200 c,p.m. 29,33 p.100
Uracile 4 520 c.p.m. 21,38 p.100
G +C
1,40
A-+U
P



[}
o

3'-monophosphate avoisinant 95 p,100 de la radioactivité totale

(voir fig. 24 p.3g1).

b) Mise en évidence d'un nucléoside tétraphosphate

L'hydrolysat alcalin auquel sont ajoutés 25 g de
témoins pppA et ppppA, est analysé par éElectrophoreése sur)papier a
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 localisée légérement en arriére de
la précédente (voir fig. 25p. 32 )

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 (pppGp) et au nucléoside 5'-
diphosphate, 3'-~-monophesphate (ppGp) issm de la dégradation du pré-
cédent, En outre, leur faible radioactivité par rapport 2 l'ensemble
des nucléosides monophosphates s'accorde avec la présence d'un seul
résidu polyphosphorylé par chafne d'ARN,

Enfin, il faut noter une présence plus importante de ppGp
dans les cellules KB, Cela peut &tre du a une variation des conditions
d'extraction mais peut correspondre aussi 3 des conditions différentes
de la déphosphorylation in vivo des extrémités 5'-triphosphates entre
les cellules KB et les cellules HelLa, Cette différence a déja été no-
tée par FCRGET et WEISSMAN (205 et .HATLEN et al, (203 lors de leurs
études de l'extrémité 5' des ARN 58 de ces cellules,.

2) MARQUAGE PAR INCORPORATION D'ADENINE TRITIEE.

a) Spécificité du marruage

L'adénine tritiée, ajoutée au milieu de culture des cellu-
les, subit 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 & chaque expérience par &lectrophordse 2 pH 3,5 (voir fig. 25,
p. 83 ). La répartition s'établit en moyenne comme suit : 25 p.100 d'a-
cide guanylique, 75 p,l00 d'acide adénylique. Les nucléotides pyrimidi-

ques ne sont pratiquement pas marqués,
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Figure n® 24 : Répartition de la radioactivité aprés incor-

poration de Guanine 3H.

dans les cellules Hela
dang les cellules KB

L'analyse est réalisée par éléctrophorése a pH 3,5 sur papier Arches 304
(10 h 30, 700 V) des nucléosides monophosphates libérés par hydrolyse

alcaline des complexes ADN-ARN,

B v A 5 05
s wmmirsrososscsmndfd

s o9

Voir tablesu VII, p. 86 :

HeLa Exp. I = GMP : 9
Exp, II =GMP = 9

100

5 p.
p. 100

. 100, AMP :

P 5,15
p.100, AMP : 8,7

4,8
1,9
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Figure n°® 25 : Mise en évidence de composé pppGp et ppGp dans
1'hydrolysat alcalin des ARN associés a 1'ADN (aprés incorporation de

Guanine 3H)

dang les cellules Hela
dang les cellules KB

L'analyse est réalisée par électrophor2se 2 pH 5,7 (tampon citrate de
sodium/acide citrique) sur papier Arches 304,

Rarp ¢

Les distances de migration ont été mesurées par rapport 2 la

D TR S,
®

*® we

[ TS

distance parcourue par L'ATP (utilisé comne témoin interne)

prise comme unité,
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Figure n°® 26 : Répartition de la radioactivité apr2s incorpora-
tion d'Adénine 3j.

dang les cellules Hela : #~-~dp-u-+
dans lee cellules KB I

L'analyse est réalisée par électrophordse 2 pH 3,5 sur papier Arches 304
(10 b 30, 700 V) des nucléosides monophosphates libérés par hydrolyse al-,—--\
caline des complexes ADN-ARN, SHNR

tiLeE
Voir Tableau VII p. 86 : N

HelLa Exp. I $ GMP : 35 p.100 AMP : 65 p.100
Exp, LI ¢ GMP : 22 p.100 AMP : 88 p.l00

KB : GMP ¢ 18 p. 100 AMP : 82 r.100



Cette non-spécificité du marquage n'est pas un inconvé-
nient car il est possible d'en tirer profit puisqu'elle permet un

marquage simultané des deux b.ses puriques.

b) Mise en &évidence des nucléosides polyphosphates :

Comme dans le cas prdécédent, -et dans les deux types de
cellules-, l'analyse des hydrolysats alcalins par électrophorise 2
pH 5,7 révele la présence de nucléosides tri- et tétraphosphates en

degd et au deld du témoin ppppA (voir fig.27 , p.85 ).

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.

™~ Calcul de ce rapport dans les cellules Hela :

L'expérience, menée dans les mémes conditions avec
la guanine tritiée, permet de connaiftre la valeur du rapport(ppGp +
PPPCP)/Gp qui peut &tre extrapolée au marquage par l'adénine tritiée,
Connaissant la radioactivité que 1l'on peut attribuer aux composés po-
lyphosphates de la guanosine, L1 est possible, c . nnaissant la radio-
acitivité totale de ces composés, d'en déduire la radiocactivité due
3 1l'adénosine tri-et tétraphosphate (ppAp et pppAp).

Ces calculs résumés dans le tableau vIIp.85 , ont été
faits pour deux séries d'expériences. Ils conduigent dans les deux cas
a la méme conclusion : le GIP se trouve 2 llextrémité 5' de 80 p.100
(environ) des chafnes d'ARN néoformés, 1'ATP représentant 20 p.100 de

cette extrémité,

(3~ Détermination de ce rapport par analyse directe

\

dans les cellules KB; Aprds électrophorise 2 pH 5,7, les produits loca-

lisés dans la zone des tri- et tétraphosphates sont élués des papiers
(voir Matériel et Méthedes, p. 45p) et hydrolysés par l'acide chlorhy-
drique 1IN, 2 100°C pendant 1 heure, L'analyse, par électrophorise 2
pH 2,5 (voir fig. 28, p.27 ), des bases puriques ainsi libé&gées permet

de comnattre la radioactivité qui est due, respectivement, aux composés
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Figure n® 27 : Mise en évidence de composés tri- et tétra-
phosphates dans 1'hydrolysat alcalin des ARN associés 2 1'ADN (apres
marquage simultané des deux bases puriques),

dans les cellules Hela 4ewe - 4o 4 Sy
dans les cellules KB  gw—eo ® -

L'analyse est réalisée par électrophor2se a pH 5,7 sur papiler Arches
304 pendant 10 h 30 2 300V,
RATp ¢ Distance de migration relative 2 1'ATP (témoin interne).
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TABLEAU VII : Distribution de la radiocactivité entre les nucléosides mono-
phosphates et les nucléosides tri- et tétraphosphates dans les hydrolysats alcalins des
SH et 1'adénine~3H,
Pourcentage de GTP et d'ATP 2 l'extrémité 5' de ces ARN,

ARN des complexes aprds marquage par la guanine

CELLULES HELA CELLULES KB
; 1 1I
Marquage Marquage Margquage Marquage Marquage
Gua-3H Ade-3H Gua-H Ade-3H Ade-3H
Nucléosgides
monophosphates 446,600 2.263.000 73,000 205.760 447,19
(cpm)
Gp - (cpm) 423,600 792.000 67.100 45,400 80,495
a
(b) (b) (c)
PPGp + pppiGp
Copu? 1.096 2.050 287 194 217
PPGP + PpPPCP
| x 100 0,259 (0,259) | 0,628 | (0,428 0,270
| Gp
(a)
Ap (cpm) 23.000 1.471,000 5.900 160.360 366,695
PPAP + pppAp 1.247 164 aéi)
(cpm)
PPAP + pppAp
x 100 0,085 0,102 0,098
Ap .
PPGPp + pPPGP
x loo 0,076 (0,076) 0,126 (0,126) 0,079
< Np
PPAP + pppAp
x 10C 0,017 0,021 0,020
Z Np
Proportion G
de chatnes PPP
débutant du/<::
c8té 5' par” N\ s

1) S2lon la distribution de la radioactivité& révélée par l'analyse des nucléosides monophos-
phates par électrophor2se 2 pH 3,5, d'une fraction aliquote de 1'hydrolysat alcalin,

) Estimation faite 2 partir de 1'expérience menée parallilement avec marquage de la guanine,

) Calcul direct par analyse de la composition en Adénine-3H et Guanine-3H apr2s_ hydrolyse
acide des composés tri- et tétraphosphates séparés par électrophor2se 2 pH 5,7.
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Figure n°® 28 : Analyse de la composition en bases desg

composés tri- et tétraphosphates libérés par hydrolyse alcaline

3

des ARN associés a 1'ADN (apres incorporation d'Adénine ~H dans

les cellules KB,

Aprés hydrolyse acide de ces composés (préalablement séparés par
électrophordse 2 pH 5,7), la Guanine et 1'Adénine libérées sont
séparées par électrophordse a pH 2,5 (tampon formiate d'ammonium)

pendant 12 h sous une tension de 220 V,

Voir Tableau VII p, 86, (¢)




tri- et tétraphosphates de la guanine, d'une part, et de 1l'adénine,
dtautre part,

Ces résultats sont rassemblés dans le tableauVIii(p, 86 ).
Ils conduisent 3 une conclusion semblable 2 celle que nous avons tirée
des expériences effectuées sur les cellules HeLa : 30 p.l1l00 environ
des chatnes d'ARN néosynthétisées portent, en position 5'-terminal la

guanosine triphosphate,

3) MARQUAGE DES BASES PYRIMIDIQUES

Avant de conclure que les ARN néosynthétisés in vivo portent
une extrémité 5'~triphosphate exclusivement de type purique, il était in-
dispensable de répéter les mémes expériences en utilisant des produits

radicactifs capable de marquer les bases pyrimidiques.

a) Spécificité du marquage

La non-spécificité du marquage a &té, cette fols encore,
exploitée, Effectuée systématiquement 2 chaque expérience, l'électro-
phorése a pH 3,5 d'une fraction aliquote de l'hydrolysat alcalin réve-
le que 1'addition d'uridine tritiée au milieu de culture des cellules
permet de marquer simultanément et 2 peu pras également les deux nucléo-

tides pyrimidiques (voir fig. 29, p. 9).

b) Analyse de l'hydrolysat alcalin par électrophorise de pH 5,7

L'analyse de l'hydrolysat alcalin par &lectrophorése a pH
5,7 ne met en évidence aucun pic de radioactivité 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 radio actif mi-
grant au deld des nucléosides monophosphates, dont il convenait - de con-
naitre la natare.(voir fig. 30, p. 90).

Ce composé migre moins loin que ppGp et ppAp et plus loin
que les nucléoside -(2') 3'-monophosphates. Il est donc logique de le
considérer comme étant un résidu pCp ou (et) pUp provenant de 1l'hydroly-
se’ alcaline de chalnes d'ARN portant une extrémité 5'-monophosphate.Ces
ARN pouvant 8tre dus & une rupture des chafnes lors des divers traite-

ments ou 3 une contamination par des /RN libres,
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Figure n° 29 : Répartition de la radioactivité apri2s incor-
poration d'Uridine 34 —~

1 £
Lt

dans les cellules Hela +~=-=-g=--=4
° AN

dans les cellules KB B s B
L'analyse est réalisée par électrophordse a pH 3,5 sur papiler Arches 304
(10 h 30, 700 V,) des nucléosides monophosphates 1ibérés par hydrolyse
alcaline des complexes ADN-ARN,

Marquage simultanée des deux composés pyrimidiques,
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dans les cellules HelLa
dang les cellules KB

Aucun composé radioactif n'est mis
des nucléosides tri- et tétraphosphates (R
ment) méme en trds faible proportion (cf,
monophosphates dans les cellules KB),

e TS

e e

L SR > S
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simultanée des deux bases pyrimidiques).
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en évidence dans la zone de migration
= 1,06 et 1,18 respective~
argeur du pic de nucléosides
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Pour en vérifier la nature, ces produits ent été &lués des
papiers. Puis, aprés concentration, leur comportement &lectrophorétique
a été réexaminé a pH 5,7 en présence des témoins internes suivants :
ppC, ppU, pppC, et pppU. L'électrophorzse a été effectuée pendant
1,5 heure sous une différence de potentiel de 3000 V (60 V/cm).

La figure 31(p. 92 ) montre que toute la radioactivité se
retrouve entre les témoins nucléoside-3'~diphosphates et 5'-~triphos-
phates pyrimidigues., La position de ces composés radioactifs est tout
a fait compatible avec les charges électriques portées par les nucléo-
side-5'~monophosphate (2') 3'-monophosphates. 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 suggdre la présence d'un mélan-
ge des deux composés pCp et pUp.

Aussi bien la position sur 1'électrophorégramme que l'ana-
lyse ultérieure permettent de conclure qu'il s'agit effectivement de
composés 5'-monophosphate (2') 3'-monophesphates (pCp et pUp) et non de
composés 5'-diphosphate (2') 3'-monophosphate provenant de la dégrada-
tion d'une extrémité 5'-triphosphate pyrimidique.

4) CONCLUSIONS

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 apras différents marquages des
quatre bases.

I1 nous est possible d'affirmer que seul un nucléotide
purique se trouve A l'extrémité 5'-triphosphate des ARN néosynthétisés
dans ces deux types de cellules d'Eucaryotes. Environ 80 p.1l00 de ces

chagnes d'ARN débutent par le GTP et seulement 20 p.l00 par 1'ATP.
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Figure n® 31 : Comportement &lectrophorétique du(es)
composé(s) pyrimidique(s) de Ryrp = 1,01 (voir fig. 30, p. 90)
libéré par hydrolyse slcaline des complexes ADN-ARN aprés mar-
quage des bages pyrimidiques,

Apr2s extraction, ce(s) composé(s) a(ént) &té soumis 2 nouveau
A une €lectrophorése de pH 5,7 en présence de témoins internes
pPU, ppC, pppU et pppC (pendant 1 h 30 sous une tension de 300 V).

La position et l'aspect dédoublé du pic radiocactif confirme 1la

présence du mélange des deux composés pCp et pUp. po—
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Figure n°® 32 : Comparaison du comportement électrophorétique
4 pH 5,7 des différents composés polyphosphates libérés par hydrolyse
alcaline des ARN des complexes ADN-ARN dans les cellules Hela et cellu-
les KB selon la base marquée.
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DISCUSSION

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 (205), nous avons tenté de mettre en &vidence un complexe
ADN-ARN 2 partir des hépatocytes de Rat et nous y sommes parvenus,
Disposant alors d'ARN en cours de synth&se, nous nous sommes parti-
culidrement attachés 2 mettre en évidence le nucléotide 5'~-terminal et
a en déduire le sens de transcription in vivo dans ces cellules de Mam-

miféres,

1 -~ Nous avons isolé, par action du malange SDS-chloroforme-alcool
isoamylique suivie d'une centrifugation en gradient de sulfate de cé-
sium, une fraction d'ADN contenant un ARN partiellement sensible 2
la RNase et totalemeng hydrolysable par les alcalis,

Nous avons montré que la stabilité de ce complexe était
sous la dépendance principale des liaisons '"pont hydrogene" (SERGEANT

et al.)(209.

2 - La dénaturation par la chaleur ou par la formamide, avant et apris
action de la RNase, nous a permis de fixer entre 80 et 400 nucléotides
la longueur des chaines d'ARN en cours de synth2se et a 40 nucléotides

environ, la portion d'ARN hybridé ou sous la dépendance d'ARN polymérase.

3 - L'extrait brut des acides nucléiques obtenu par le mélange SDS-
chloroforme/alcool isoamylique contient peu d'ARN libre comme le révale
l'analyse en gradient de sucrose de 5 & 20 p.100 (voir p. 68 ), Il nous
est donc possible d'avoir une idée de la taille de ces ARN grfce au

rapport :

activité spécifique des nucléosides monophosphates
activité spécifique du nucléoside tétraphosphate

Ce rapport varie entre 125 et 400 pour les ARN d'hépatocy-
tes de Rat. Il est en bon accord avec les résultats obtenus par mesure
de la constante de sédimentation (voir p. 66 ), mais il est en désaccord

avec les travaux de HYATT ( 210 qui mettent en évidence des ARN géants
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rapidement marqués. Il est fort probable que la taille réduite de
ces ARN soitdue aux ruptures de chafnes provoquées par la désinté-
gration du radiophosphere. Cette opinion est d'ailleurs renforcée
par le fait que le marquage par les bases tritiées permet d'obtenir
des chatnes plus longues (rapport supérieur a 1000).

Dans le cas des chafnes résistantes a ltaction de la
RNase, ce rapport diminue jusqu'a la valeur de 40, Ce résultat nous

permet de tirer deux conclusions :

a - La longueur moyenne des chaines engagées dans l'hybride
ADN-ARN est de 4C nucléotides, Cette valeur est en accord avec la cons-
tante de sédimentation de 3S déterminée par ultracentrifugation en gra-
dient de saccharose des chafnes détachées de 1'hybride aprds action de

la RNase (SERGEANT)(211).

b - La diminution simultanée du nombre de nuclécsidestétra-
phates (de 900 cpm 2 600 cpm) n'étant pas aussi importante que le rac-
courcissement des chatnes (de 125 2 40), il semble que le nombre de
chatnes courtes soit plus grand que celui des chatnes longues. Il nous
est donc permis d'émettre 1l'hypothese que, in vivo comme in vitro (BRE-
MER et KONRAD)(212), la vitesse de croissance de 1'ARN diminue au fur
et 2 mesure de la polymérisation. Il convient, cependant, de eonsidérer
ce résultat comme préliminaire puisque ces études ont été menées sur

le complexe brut,

4 - Les travaux menés pour la mise en évidence du nucléotide 5'-terminal

nous offraient un moyen élégant d'étudier le sens de la transcription :

a -Comme le suggérent les analyses des complexes ADN -ARN
en gradient de sulfate de césium et de saccharose, la contamination par

des ARN libres est faible, Il est donc possible de considérer comme
négligeable les ARN libres portant une extrémité 5'-triphosphate qui
seraient extraits en méme temps que les complexes ADN-ARN par la mé-
thode de LEVIS et al. (213). De ce fait, puisque 1l'action de la RNase
diminue de 30 p.100 le nombre cdes nucléosides tétraphosphates, une par-
tie des chaines terminées par le nucléoside triphosphate est accessible
3 la RNase, Or, l'extrémité ol s'effectue l'addition destriphosphates
doit se trouver constamment sous la dépendance de 1'ADN et de 1'ARN po-

lymérase (voir p. 25). L'addition des nucléogides triphosphates ne se
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fait donc pas sur l'extrémité 5'-triphosphate mais au contraixe sur
1'extrémité 3'-hydroxyle. Le sens de la transcription procéde donc

de 1l'extrémité 5' vers 1l'extrémité 3!,

b - Le présent travail a révélé, dans les hydrolysats al-
calins des ARN néosynthétisés non encore détachés de 1'ADN modele, la
présence de nucléoside-5'-diphosphate (2') 3'-monophosphates et de nu-
cléoside-5"'-triphosphate (2')-3'-monophosphates, exclusivement de type
perique, Tous les auteurs s'accordent 2 penser que les nucléoside-5'-
diphosphate (2') 3'-monophosphates proviennent de la dégradation (ac-
cidente11§$ig_gigg) de 1l'extrémité 5'-triphosphate. Nous pouvons donc
affirmer que, dams 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 fagon prédominante 1'extrémité 5'
(80 p.100 de GTP contre 20 p.100 d'ATP).

Si la croissance de la chaine polyribonucléetidique
s'effectuait de 3' vers 5', 1l'addition des 4 nucléosides triphosphates
se faisant au '"hasard" de la séquence nucléotidique de 1'ADN, il de-
vrait se retrouver dans l'hydrolysat alcalin les 4 nucléosides tétra-
phosphates (dans les proportions suivant lesquelles ils se répartis-
sent dans la chalne d'ARN, ce qui n'est pas le cas. En conséquence,
nous pouvons conclure que la transcription se fait dans le sens 5'— 3!

chez les Eucaryotes,

En résumé, 1l'étude ces ARN en cours de synthése dans les
cellules de Mammiféres nous a permis d'identifier la présence d'un nu-
cléoside 5'-triphosphate terminall‘exclusivement de type purique et
essentiellement le GTP dans les cellules Hela et dans les cellules KB,
et de déterminer que la transcription de 1'ADN en ARN se faisait in
vivo par croissance de la chaine polyribonucléotidique de 1'extrémité
5! vers 1l'extrémité 3!,

Actuellement, de nombreux points demeurent encore obscurs
dans le phénoméne de la transcription in vivo, notamment sur la nature
des signaux qui commendent le début de la synthése de 1'ARN. Nous me
connaissons pratiquement rien sur le mécanisme du contr8le de la trans-
cription chez les Eucaryotes, Auési sormes nous décidés a orienter nos

travaux futury vers les problemes suivants :

a - Les découvertes récentes, chez les Eucaryotes, de
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différentes ARN-polymérases(nucléolaire et nucléoplasmique) nous in-
citent 2 explorer l'extrémité 5' des ARN impliqués dans des complexes

ADN-ARN isoléz séparément du nucléole ou du nucléoplasme.

b ~ L'obtention de ces hybrides naturels contenant des
classes d'ARN plus homogénes pourrait nous permettre d'étudier la
séquence oligoribonucléotidique de 1l'extrémité 5' dans 1l'espoir d'y
trouver une homogénéité liée a un "codage" du déclenchement de la

synthese,

c - Dans le cas du foie de Rat, nous avons été limité
par l'emploi du radiophosphore. La mise au point d'un marquage ex-
terne des ARN, aprés 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 3'. Cependant il con-
viendra auparavant de compléter les travaux présentés dans ce mémoire
par 1l'étude de l'extrémité triphosphate des ARN associés 2 1'ADN dans

un complexe hautement purifié,

d - GEORGIEV ( 219 suggdre que l'intégration d'un ARN
viral dans le géndme provoque une cancérisation de la cellules parce
que 1'ARN-polymérase me subit plus le systéme de régulation de 1l'hdte,
systéme situé dans la partie proximale des cistrons. Il nous semble
donc intéressant d'appliquer nos méthodes 2 des cellules cancérisées,
car, selon cette hypothése, 1l'extrémité 5' des ARN naissantsdevrait

étre notablement modifiée.

@ - Enfin, ayant en possession le systéme cellulaire con-
tenant 1'ARN en voie de synth2se, il sera sans doute possible d'envisa-
avec
ger 1l'étude de ‘son associationdes protéines spécifiques et de sa capa-

cité a stimuler les biosynth&ses protéiques dans des systémes acellulaires.



CONCLUSIONS

1 - L'identification d'un ARN associé a 1'ADN a été éffectuée psr la
mise en évidence d'un complexe ADN-ARN dont la fraction ARN est
partiellement sensible 3 la RNase et totalement hydrolysable par la
potasse dans des préparations trés purifiées et dépourvues A'ARN
libre.

2 - Dans une seconde série d'expériences, aprés avoir détaché 1'ARN
du complexe par dénaturation thermique et par la formamide, nous a-
vons obtenu des composés de constante de sédimentation variant de
4 S a 98, Ces propriétés correspondent 2 des chatnes d'ARN de 80

3 400 nucléotides.

3 - La fraction de la molécule d'ARN résistante 3 1l'action de la
RNase posséde une constante de sédimentation de 3 S et serait donc for-
mée d'une g arantaine de nucléotides qui correspondxaicni”® la zone

d'sppariememt avec 1'ADN.

4 - Dans une troisiéme série d'expériences, nous avons mis en évidence
le ribonucléoside 5'-triphosphate terminal de la chaine d'ARN naissant

associé & 1'ADN dans les noyaux de foie de Rat et &tudié sa sensibili-

té a la RNase.

5 - Dans une autre série @'expériences, 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 HelLa et dans les cellules KB.

6 - Enfin, nous avons déterminé que, dans ces deux types de cellules d'
Eucaryotes, la croissance de la chaine polyribonucléotidique s'effectuait

in vivo de 1'extrémité 5' vers l'extrémité 3'.
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